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Kombinationen zur Einfuhrung von Nucleinsauren in Zellen 

5 Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet des Gentransfers, insbesondere auf 
Kombinationen von einem Trager und . einem Komplex bestehend aus einem 
Nucleinsauremolekul und einem Copolymer. 

Die Verfugbarkeit stabiler, effizienter Genvektoren ist Voraussetzung fCir die klinische 
Umsetzbarkeit gentherapeutischer Strategien. Allerdings sind die meisten bekannten 
Gentransfer-Vehikel bei der systemlschen Anwendung mit dem Ziel der somatischen 
Gentherapie noch mit Problemen behaftet. 

Fur effizienten Gentransfer in vivo sind grundsatzlich folgende zwei Transportprobleme 
15 zu losen: 1) Transfer des zu transferierenden Agens (z.B. Plasmid-DNA, 
OligoNucleotide) von der Applikationsstelle im Organismus zur Zielzelle (der 
extrazellulare Aspekt) und 2) Transfer des zu transferierenden Agens von der 
Zelloberflache in das Zytoplasma bzw. den Zellkern (der zellulare Aspekt). Eine 
wesentliche Voraussetzung fur den rezeptorvermitteiten Gentransfer ist die 
20 Kompaktierung von DNA zu Partikein von VirusgroBe und Freisetzung der DNA aus 
. internen Vesikein nach endozytotischer Aufnahme in die Zellen. Diese Voraussetzung 
wird durch kompaktierung von DNA mit bestimmten kationischen Polymeren erfullt, 
deren chemische Beschaffenheit die Freisetzung von DNA-Komplexen aus internen 
Vesikein (Endosomen, Lysosomen) nach endozytotischer. Aufnahme in Zellen 
25 gewahrleistet (Boussif et al., 1995; Ferrari et al., 1997; Haensler & Szoka, 1993; Tang 
et al., 1996). Solch ein Effekt wird auch durch den Einbau von pH-abhangigen 
membranzerstorenden Peptiden in DNA-Komplexe erzielt (Plank et a!., 1994; 
WO 93/07283). Bei geeigneter Zusammensetzung der DNA-Komplexe kann eine 
spezifische Aufnahme und effizienter Gentransfer in Zellen durch Rezeptor-Liganden- 
3 0 Wechselwirkung erzielt werden (Kircheis et al., 1997; Zanta et al., 1997). Besonders 
geeignet fiir den rezeptorvermitteiten Gentransfer sind auch Komplexe von DNA mit 
kationischen Peptiden (Gottschalk et al., 1996; Wadhwa et al.. 1997; Plank et al.. 1999). 
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Die klinische Umsetzung der vielversprechenden Forschungsergebnisse, die im 
Gentransfer mit nichtviraien Vektoren erzielt werden, wird unter anderem dadurch 
erschwert, daB der extrazellulare Aspekt des Transportproblems nur unvollstandig 
gelost ist. Eine der Ursachen fur dieses Problem ist die chemisch-physikalisclie 
5 Beschaffenheit der nichtviraien Gentransfervektoren, aufgrund derer sie bei 
systemischer Anwendung starke Wechselwirkungen nnit Blut- und 
Gewebekomponenten eingehen (z.B. durch Opsonisierung, das Anheften von 
Serumprotein), wodurch insbesondere der auf bestimmte Zielzellen ausgerichtete 
rezeptorvermittelte Gentransfer eingeschrankt wird. Es wurde gezeigt, daB die 

10 Oberflachenmodifikation von DNA-Komplexen mit Poly(ethylenglykol) deren Biutproteiii- 
^ bindende Eigenschaften entscheidend vermindert (Plank et al., 1996; Ogris, 1998; 
WO 98/59064). Eine weitere Einschrankung des Einsatzes nichtviraler Vektoren besteht 
in der unzureichenden Loslichkeit (bzw. Stabilitat) von DNA-Komplexen in vivo. Mit den 
bekannten Methoden war es bisher nicht mdglich, DNA in ausreichend hohen 

15 Konzentrationen fur intravenose Anwendungen (z.B. im Bereich von 1 mg/ml) mit einem 
Polykation zu komplexieren, weil die DNA-Komplexe unter physiologischen 
Salzkonzentrationen aggregieren und aus der Losung ausfallen. 

Ahnliche Probleme treten auch bei der Applikation niedermolekularer chemischer 

20 Verbindungen auf. Auf dem Gebiet der "klassischen" Arzneimittel werden biologisch 
abbaubare synthetische Polymere dazu verwendet, Pharmazeutika in solch einer Form 

\^ zu verpacken, die erhohte Verweildauer inri Organismus gewahrleistet und zur 
' gewunschten biologischen Verfugbarkeit im Zielorgan fuhrt ("controlled release"). Dafur 
wird die Oberflachenmodifikation von kolloidalen Partikein mit Polyethylenglykol derart 

25 gestaltet, daB die unerwunschte Opsonisierung unterdruckt wird. Ober die Synthese 
und Charakterisierung biologisch abbaubarer Polymere fur den Einsatz bei einer 
Vielzahl medizinischer Anwendungen existiert umfangreiche Literatur (Coombes et al., 
1997). Je nach Substanz und Applikation werden die chemischen Bindungen im 
Polymerruckgrat variiert. Durch geeignete Positionierung von Ester-, Amid-, Peptid- 

30 Oder Urethanbindungen kann die gewunschte Labilitat in physiologischem Milieu 
erreicht werden, wobei die Sensitivitat gegenuber den Angriff von Enzymen gezielt 
variiert wird. Fur eine schnelle und effiziente Synthese von biologisch wirksamen 



Substanzen haben sich kombinatorische Syntheseprinzipien bewahri (Balkenhohl et al., 
1996). Durch systematische Variation weniger Parameter gelangt man zu einer grolJen 
Anzafil von Verbindungen, Welche die gewunschte Grundstruktur aufweisen (Brocchini 
et al., 1997). Mit einem geeigneten, aussagekraftigen biologischen Selektionssystem 
konnen aus diesem Pool von Verbindungen diejenigen herausgesucht werden, welche 
die gewunschten Eigenschaften zeigen. 

In dem US-Patent Nr, 5,455,027 werden Polymere beschrieben, die aus alternierenden 
Einheiten eines Polyalkylenoxids und eines funktionalisierten Alkans bestehen, wobei 
an die funktionelle Seitengruppe des Alkans ein pharmokologischer Wirkstoff kovalent 
gekoppelt ist. 

Im Laufe der letzten Jahre haben sich bei der Anwendung nichtviraler 
Gentransfersysteme folgende wesentliche Erkenntnisse herauskristallisiert: 

a) Komplexe aus Plasmid-DNA und kationischen Polymeren eignen sich zum 
Gentransfer in vitro und in vivo, wobei Komplexen mit Polymeren mit sekundaren 
und tertiaren Aminogruppen auch eine ihharente endosomolytische Aktivitat 
zugesprochen werden kann, die zu effizientem Gentransfer fuhrt (Boussif et al., 
1995; Tang etal., 1996). 

b) Verzweigte kationische Peptide eignen sich ab einer gewissen Kettenlange des 
kationischen Anteils zur effizienten Bindung an DNA und zur Bildung von 
partikularen DNA-Komplexen (Plank et al., 1999). 

c) Polykation-DNA-Komplexe gehen starke Wechselwirkungen mit 
Blutkomponenten ein und aktivieren das Komplementsystem (Plank et al., 1996). 

d) Starke Wechselwirkungen von partikularen Strukturen mit Blutkomponenten 
konnen durch Modifikation mit Polyethylenglykol vermindert oder verhindert 
werden; dies gilt auch fur Polykation-DNA-Komplexe (Plank et al., 1996; Ogris et 
al., 1999). 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein neues, verbessertes 
nichtvirales Gentransfersystem auf der Grundlage von Nucleinsaure-Polykation- 
Komplexen bereitzustellen. 
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Bei der Losung der im Rahmen der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden Aufgabe 
wurde von der Uberiegung ausgegangen, die Nucleinsaure bzw. Nucleinsaure- 
Komplexe mit einem geladenen Polymer zu umhullen, welches die Komplexe 
physikalisch stabilisiert und sie vor Opsonisierung schuizt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem ersten Aspekt ein geladenes Copolymer der 
allgemeinen Formel I 



r 
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E 
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wobei R amphiphiles Polymer oder ein homo- oder hetero-bifunktionelles Derivat davon 
ist, 

und worin X 

15 i) eine Aminosaure oder ein Aminosaurederivat, ein Peptid oder ein Peptidderivat 
Oder ein Spermin- oder Spermidinderivat ist; oder 



ii) 



worin X 



20 



d C b 

c 



25 



ist, wobei 

a H Oder, gegebenenfalls halogen- oder dialkylamino-substituiertes, CrCe-Alkyl 

bedeutet; 

und wobei 



b, c und d gleiches oder verschiedenes, gegebenenfalls halogen- Oder 
dialkylamino-substituiertes Ci-Ce-Alkylen bedeutet; oder 

worin X 



a 




ist, wobei 

a H Oder, gegebenenfalls halogen- oder dialkylamino-substituiertes, Qi-Ce-Alkyl 
bedeutet, 

und wobei 

b und c gleiches oder verschiedenes, gegebenenfalls halogen- oder 
dialkylannino-substituiertes Ci-Ce-Alkylen bedeuten; oder 

worin X 

eine substituierte aromatische Verbindung mit drei funktionellen Gruppierungen 
W1Y1Z1 ist, wobei W. Y und Z die unten angegebenen Bedeutungen haben; 

wobei 

W, Y Oder Z gleiche oder verschiedene Reste CO, NH, O oder S oder eine zur 
Reaktion mit SH, OH, NH oder NH2 befahigte Linkergruppierung sind; 

und wobei das Effektormolekul E 

ein kationisches oder anionisches Peptid oder Peptidderivat oder ein Spermin- 
oder Spermidinderivat oder ein Glykosaminoglycan oder ein nichtpeptidisches 
Oligo/Poly-kation oder -anion; worin 
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m und n unabhangig voneinander 0, 1 oder 2 sind; worin 

p vorzugsweise 3 bis 20; und worin 

5 I 1 bis 5, vorzugsweise 1 ist. 

Fur den Fall, daS I >1 ist, kann die Einheit X-Zm-En gleich oder verschieden sein. 

Aromat bedeutet im Sinne der Erfindung einen monocyclischen oder bicyclischen 
10 aromatischen Kohlenwasserstoffrest mit 6 bis 10 Ringatomen, der - neben den 
^ eingangs genannten Substituenten - gegebenenfalls unabhangig mit einem oder 
mehreren weiteren Substituenten, vorzugsweise mit einem, zwel oder drei 
Substituenten ausgewahit aus der Gruppe Ci-Ce-AlkyI, -0-( Ci-Ce-AlkyI), Halogen - 
vorzugsweise Fluor, Chlor oder Brom - Cyano, Nitro, Amino, mono-(Ci-C6-Alkyl)amino, 
15 di-(Ci-C6-Alkyl)amino substituiert sein kann. Bevorzugt ist der Phenylrest. 

Aromat im Sinne der vorliegenden Erfindung kann auch fur einen Heterorarylrest, d.h.: 
einen monocyclischen oder bicyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffrest mit 5 bis 
10 Ringatomen stehen , der ein, zwei oder drei Ringatome ausgewahit aus der Gruppe 
20 N, O Oder S unabhangig von einander enthalt, wobei die restlichen Ringatome C 
bedeuten. 

' Alkylamino, bzw. Dialkylamino steht — sofern nicht anders angegeben fiir eine 
' Aminogruppe, die mit einem oder zwei Ci-Cg-Alkylresten substituiert ist, wobei - im 
Fall von zwei Alkylresten - die beiden Alkylgruppen auch einen Ring bilden konnen. 

25 Ci-CQ-Alkyl steht im allgemeinen - sofern nicht anders angegeben - fur einen 
verzweigten oder unverzweigten Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 6 
Kohlenstoffatom(en), der gegebenenfalls mit einem oder mehreren 
Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann, die uhtereinander 
gleich oder verschieden sein konnen. Als Beispiele seien folgende 

3 0 Kohlenwasserstoffreste genannt: 

Methyl, Ethyl, Propyl, 1-Methylethyl (Isopropyl), n-Butyl, 1-Methylpropyl, 2- 
Methylpropyl, 1,1-Dimethylethyl, Pentyl, 1-Methylbutyl, 2-Methylbutyl, 3-Methylbutyl, 



1.1- Dimethylpropyl, 1 ,2-Dimethylpropyl, 2,2-Dimethylpropyl. 1-Ethylpropyl, Hexyl, 1- 
Methylpentyl, 2-Methylpentyl, 3-Methylpentyl, 4-Methylpentyl, 1 ,1-Dimethylbutyl, 

1 .2- Dimethylbutyl, 1 ,3-Dimethylbutyl, 2,2,-Dimethylbutyl, 2,3-Dimethylbutyl, 3,3- 
Dimethylbutyl, 1-Ethylbutyl, 2-Ethylbutyl, 1 ,1 ,2-Trimethylpropyr, 
1,2,2-Trimethylpropyl, 1 -Ethyl- 1-methylpropyl und 1-Ethyl-2-methylpropyl. 
Bevorzugt sind - sofern nicht anders angegeben - Niederalkylreste mit 1 bis 4 
Kohlenstoffatomen, wie Methyl, Ethyl, Propyl, /so-Propyl, n-Butyl, 1-Methyipropyl, 2- 
Methylpropyl oder 1 , 1 -Dimethylethyl. 

Entsprechend bedeutet Alkylen eine verzweigte oder unverzweigte zweibindige 
Kohlenwasserstoffbrucke mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls mit 
einem oder mehreren Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein 
kann, die untereinander gleich oder verschieden sein konnen. 
Das amphiphile Polymer R ist bevorzugt ein Polyalkylenoxid, Polyvinylpyrollidon, 
Polyacrylamid, Polyvinylalkohol, oder ein Copolymer dieser Polymere. 

Beispiele fur geeignete Polyalkylenoxide sind Polyethylenglykole (PEG), 
Polypropylenglykole, Polyisopropylenglykole, Polylbutylenglykole. 

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Polyalkylenoxide, insbesondere 
PEG. 

Das Polyalkylenoxid kann im Copolymer als solches vorliegen, oder als Thio-, Carboxy- 
oder Aminoderivat 

Das Polymer R weist bevorzugt ein Molekulargewicht von 500- 10 000 auf, 
vorzugsweise 1 000 - 1 0 000. 

Fur den Fall i), in dem X eine Aminosaure ist, kann fur die Synthese des Copolymeren 
eine Aminosaure mit drei funktionellen Gruppen eingesetzt werden, wobei zwei dieser 
Gruppen zur Copolymerisation mit dem Polymer und eine zur Ankoppelung des 
Effektorsmolekuls E befahigt sind; in diesem Fall kann Z entfallen. Bevorzugt sind die 
naturlichen Aminosauren Glutaminsaure, Asparaginsaure, Lysin, Ornithin und Tyrosin. 
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Prinzipiell konnen statt der naturlichen Aminosauren auch synthetische verwendet 
werden (z.B. entsprechende Spermin- und Spermidinderivate). 

Im Fall i) kann fur die Synthase auch ein Aminosaurederivat verwendet werden, das 
zwei funktionelle Gruppen zur Copolymerisation mit dem Polymeren enthalt und durch 
Modifikation einer Aminosaure (Glutaminsaure, Asparaginsaure, Lysin oder Ornithin) 
mit einer Linkergruppierung zur Ankoppelung des Effektormolekiils erhalten wurde, 
womit Z entfallt (m=0); Beispiele fur Linkergruppierungen sind 
Pyridylthiomercaptoalkylcarboxylate (siehe Fig. 1) oder Maleimidoalkancarboxylate; 

Im Fall i) kann X auch ein Peptid(derivat) sein. Im Fall eines ungeladenen Peptids oder 
Peptidderivats ist daran E direkt oder uber Z gekoppelt. 

Ftlr den Fall, dali X ein positiv oder negativ geiadenes Peptid oder Peptidderivat oder 
ein Spermin- oder Spermidinderivat ist, stellt X selbst das Effektormolekul dar (Z und E 
entfallen, m=n=0). Im einfachsten Fall besteht das Peptid in diesem Fall aus einer 
linearen Abfolge aus zwei oder mehreren identischen oder verschiedenen naturlichen 
Oder synthetischen Aminosauren, wobei die Aminosauren so gewahit werden, da(J das 
Peptid insgesamt entweder positiv oder negativ geladen ist. Alternativ kann das Peptid 
verzweigt sein. In diesen Fallen stellt das Peptid als solches den Effektor dar, Z und E 
entfallen (m = n = 0). Beispiele fur einen Typ geeigneter verzweigter kationischer 
Peptide wurden von Plank et al., 1999, beschrieben. 

Geeignete anionische Peptidderivate X weisen die allgemeine Formel (Peptid)n-B- 
Spacer-(Xaa) auf. Das Peptid ist eine Abfolge von Aminosauren oder 
Aminosaurederivaten mit insgesamt negativer Ladung. Bevorzugt besteht das Peptid 
aus drei bis 30 Aminosauren, vorzugsweise besteht es ausschlie&lich aus 
Glutaminsaure- und/oder Asparaginsaureresten. n stellt die Anzahl der Verzweigungen 
in Abhangigkeit der in B enthaltenen funktionellen Gruppen dar. B ist ein 
Verzweigungsmolekul, vorzugsweise Lysin oder ein Molekul des Typs X im Fall von ii) 
bis iv). Der Spacer ist ein Peptid, bestehend aus 2 bis 10 Aminosauren oder eine 
organische Aminocarbonsaure mit 3 bis 9 Kohlenstoffatomen im Carbonsauregerust, 
z.B. 6-Aminohexansaure. Der Spacer dient zur raumlichen Trennung des geladenen 
Effektormolekiils vom Polymergerust. Xaa ist bevorzugt eine trifunktionelle Aminosaure, 



insbesondere Glutaminsaure oder Asparaginsaure und kann im allgemeinen eine 
Verbindung des Typs X, Fall i) - iv) sein. 

Alternativ kann X im Fall i) ein Peptidderivat sein, wobei die Modifikation des Peptids in 
einer geladenen Gruppierung besteht, die von einer Aminosaure verschieden ist; 
Beispiele fur derartige Gruppierungen sind Sulfonsauregruppierungen oder geladene 
Kohlenhydratreste, wie Neuraminsauren, oder sulfatierte Glycosaminogiycane. Die 
Modifikation des Peptids kann nach Standardmethoden durchgefuhrt werden, entweder 
direkt im Zuge der Peptidsynthese oder, nachtraglich am fertigen Peptid. 

Das Effektormolekul E kann, wie X im Fall i), ein polykationisches oder polyanionisches 
Peptid Oder Peptidderivat oder ein Spermin- oder Spermidinderivat sein. Im einfachsten 
Fall stellt das Peptid auch in diesem Fall eine lineare Abfolge aus zwei oder mehreren 
identischen oder verschiedenen naturlichen oder synthetischen Aminosauren dar, 
wobei die Aminosduren so gewahit werden, dad das Peptid insgesamt entweder positiv 
Oder negativ geladen ist. Alternativ kann das Peptid verzweigt sein. Beispiele fur 
geeignete verzweigte kationische Peptide wurden von Plank et a!., 1999, beschrieben. 
Geeignete anionische Molekule E weisen die allgemeine Forme! (Peptid)n-B-Spacer- 
(Xbb) auf, wobei Xbb vorzugsweise eine Aminosaure mit einer reaktiven Gruppe ist, 
welche direkt oder uber Z an X koppelbar ist. 

Die Koppelung des Effektorpeptids E an Z oder direkt an X erfolgt uber eine im Peptid 
von vornherein vorhandene oder nachtraglich eingefuhrte reaktive Gruppe, z.B. eine 
Thiolgruppe (in einem Cystein oder durch Einfuhrung einer 
Mercaptoalkansauregruppe). Alternativ, in Abhangigkeit von Z, kann die Koppelung 
auch uber bereits vorhandene oder nachtraglich eingefuhrte Amino- oder 
Carbonsauregruppen erfolgen. 

Alternativ kann E, wie X im Fall i), ein Peptidderivat sein, wobei die Modifikation des 
Peptids in einer geladenen Gruppierung besteht, die von einer Aminosaure verschieden 
ist, Beispiele fur derartige Gruppierungen sind Sulfonsauregruppierungen oder 
geladene Kohlenhydratreste, wie Neuraminsauren, oder sulfatierte Kohlenhydratreste. 
Die Koppelung an X erfolgt auch in diesem Fall direkt oder uber Z. 
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Das Copolymer der allgemeinen Forme! I 



r 



-W — X 



En 

J 



5 ist bevorzugt als streng alternierendes Block-Copolymer aufgebaut. 

Gegebenenfalls ist das Copolymer mit einem zellularen Liganden fur die Zielzelle 
(Rezeptorligand L) modifiziert. In diesem Fall ist die Mehrzahl der Linkerpositionen Z mit 
E besetzt. dazwischen ist an einzelne Positionen des Linkers Z an Stelle des 

10 kationischen bzw. anionischen Effektors E ein zellularer Ligand gekoppelt. Alternativ 
liegt der Ligand an einzelne Positionen des Effektormolekuls E gekoppelt vor. 
Bevorzugt betragt das Verhaitnls E:L ca. 10:1 bis 4:1. Der Rezeptorligand kann 
biologischen Ursprungs sein (z.B. Transferrin, Antikorper, Kohlenhydratreste) oder 
synthetisch (z.B. RGD-Peptide, synthetische Peptide, Derivate von synthetischen 

15 Peptiden); Beispiele fur geeignete Liganden sind in der WO 93/07283 angegeben. 

Die erfindungsgemaBen Copolymeren konnen nach folgendem Verfahrensschema 
hergestellt werden: 



20 



25 



Der Copolymerisationspartner X bzw. X-Zm-En wird, sofern er ein Peptid oder 
Peptidanalog ist, nach Standardmethoden, z.B. an der festen Phase (solid phase 
peptide synthesis, SPPS) nach Fmoc-Protokoll synthetisiert (Fields et al., 1990). Die 
Aktivierung der Aminosaurederivate erfolgt dabei mit TBTU/HOBt oder mit HBTU/HOBt 
(Fields et al., 1991). Verwendet werden fiir die ionischen Aminosaurepositionen 
folgende Derivate in ihrer N-terminal Fmoc-geschutzten Form: 

(a) kationische Seitenketten: R(Pbf), K(Boc,Trt), Ornithin(Boc), Caboxyspermin oder 
-spermidin (Boc). 

(b) anionische Seitenketten: D(O-tert.Bu), E(O-tert.Bu). 
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Fur die Verzweigungsstelle B des MolekQIs (Peptid)n-B-Spacer-(Xaa) oder (Peptid)n-B- 
Spacer-(Xbb) kommt Fmoc-K(Fmoc)-OH zum Einsatz. Die Peptide werden mit 
TFA/DCM vom Harz gespalten. 

5 Wenn der Polymerisationspartner X ein Peptid der allgemeinen Struktur (Peptid)n-B- 
Spacer-(Xaa) in der nachfolgenden Copolymerisation ist, so wird an der Position Xaa 
Glutaminsaure oder Asparaginsaure verwendet, die an einer Carboxyl-Position mit einer 
Benzylschutzgruppe versehen ist. Diese wird selektiv durcli Hydrogenolyse (Felix et a!., 
1978) entfernt. Die N-terminal gelegenen Aminosaurepositionen der Peptidkette werden 
10 rhit Boc-geschutzten Aminosauren belegt, um die Schutzgruppenabspaltung nach 
^ Copolymerisation des Peptids mit PEG in einem Schritt durchfuhren zu konnen. 

Ist der Polymerisationspartner X ein Aminbsaurederivat, das eine Linkergruppierung 
enthalt (z.B. 3-Mercaptopropionsaure, 6-Aminohexansaure), so kann dieses in 

15 Flussigphase nach klassischen Methoden der Peptidchemie erhalten werden. 
MercaptopropionsMure wird mit 2,2'-Dithiodipyridin umgesetzt und chromatographisch 
gereinigt. Das Reaktionsprodukt wird mit Carboxyl-geschutzter Glutaminsaure (O- 
t.butyl) unter HOBt/EDC-Aktivierung umgesetzt (siehe Fig. 1). Analog wird 6-Fmoc- 
Aminohexansaure umgesetzt. Die Carboxylschutzgruppen werden in TFA/DCM 

20 entfernt, das resultierende Glutaminsaurederivat wird mittels chromatographischer 
Methoden gereinigt. 

Die Herstellung der Copolymeren ist nach folgenden Prinzipien moglich und wird 
anhand eines PEG-Peptid-Copolymeren veranschaulicht: 



25 



(1 ) poly(PEG -O- OC-) Matrix („Polyester"): 



Die Copolymerisation der ionischen. partiell seitenkettengeschutzten Peptid- 
Dicarbonsauren bzw. Glutamin- oder Asparaginsaurederivate mit PEG- 
3 0 Macromonomeren in definierten Molmassenbereichen (MW 400-20000 in Handel 

erhaltlich, z.B. Fluka) liefert eine Matrix auf PEG-Esterbasis. Diese stellt ein in 
physiologischer Umgebung hydrolyselabiles System dar (Ulbrich et al., 1985). 
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Die p(PEG-Peptid)-Copolymere werden dabei nach etablierten Methoden, z.B. 
mit Dicyclohexylcarbodiimid/DMAP, vorzugsweise in streng aiternierender Folge 
aufgebaut (Zaiipsky et al., 1984; Nathan, A., 1992). Das PEG-Macromononner 
wird zusammen mit einem seitenkettengeschutzten Peptid bzw. Glutamin- oder 
Asparaginsaurederivat in Dichlormethanlosung mit DCC / DMAP versetzt. Nach 
Abtrennung des entstandenen Harnstoffderivates kann das Polymer durch 
Fallung mit kaltem Ather erhalten werden. Die Abspaltung der noch verbliebenen 
Seitenkettenschutzgruppen gelingt mit TFA in Dichlormethan (unter diesen 
Bedingungen ist auch die PEG-Ester-Bindung stabil (Zaiipsky et al., 1984)). Das 
ionische Polymer wird durch Ausfallen und abschliefienden 
Chromatographieschritt erhalten. Die Reaktionsfuhrung ermoglicht eine Kontrolle 
des Polymerisationsgrades und des Ladungsanteils pro PEG-Einheit im Polymer. 

(2) poly(PEG -HN- OC-) Matrix („Polyamid") 

Alternativ zum Polyester kann eine amidische Polymermatrix aufgebaut werden, 
falls, bei Ven/vendung eines Copolymer-DNA-Komplexes in einer 
gentherapeutischen Anwendung, eine zu schnelle Hydrolysierbarkeit und daher 
eine zu hohe Instabilitat bei systemischer Applikation zu erwarten ist. In diesem 
Fall werden Diamino-PEG-Derivaten anstelle der der PEG-Macromonomere 
venA/endet, die in Analogie zur oben beschriebenen Synthese mit den ionischen 
Peptiden bzw. Glutamin- oder Asparaginsaurederivaten copolymerisiert werden. 
Bei dieser Synthese wird ein hydrolysestabiles Amidgerust erhalten. Diamino- 
modifizierte Polyethylenglykole sind als Grundstoffe in definierten 
Molmassenbereichen zwischen 500 und 20000 im Handel erhaltlich (z.B. Fluka). 
Die verbliebenen saurelabilen Seitenkettenschutzgruppen der 
Peptidkomponenten werden, z.B. mit mit TFA/DCM abgespalten, und die 
Polymere werden mittels chromatographischer Methoden gereinigt. 

Copolymere aus Glutamin- oder Asparaginsaurederivaten werden in einem weiteren 
Schritt mit anionischen oder kationischen Peptiden umgesetzt, die eine geeignete 
reaktive Gruppe enthalten. Z.B. werden Copolymere der 3-(2'-thio-pyridyl)- 
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mercaptopropionyl-glutaminsaure mit Peptiden umgesetzt, die eine freie Cystein- 
Thiolgruppe enthalten. Von Copolymeren, die aus 6-Fmoc-amin6hexanoyl- 
glutaminsaure hervorgegangen sind, wird unter basischen Bedingungen die Fmoc- 
Schutzgruppe entfernt. Das Produkt wird mit einem carboxylaktivierten, geschutzten 
Peptid umgesetzt. Die Peptidschutzgruppen (t-Boc bzw. O-t.butyl) werden in DCIVI/TFA 
entfemt, das Endprodukt wird chromatographisch gereinigt. Altemativ kann die 
Aminogruppe von Ahx mit bifunktionellen Linkem derivatisiert werden und anschlieBend 
mit einem Peptid umgesetzt werden. 

Die Kopplung des Liganden L kann direkt durch Aktivierung von Carboxylgruppen am 
Effektor E (bevorzugt bei anionischen Copolymeren) bzw. am Liganden erfolgen oder 
uber Zwischenschaltung bifunktioneller Linker wie Succinimidyl-pyridyl-dithioproprionat 
(SPDP; Pierce oder Sigma) und ahniicher Verbindungen. Die Reinigung des 
Reaktionsprodukts kann durch Gelfiltration und lonenaustauschcliromatographie 
durchgefuhrt werden. 

Die Umsetzung dieses Copolymerisationsansatzes kann auch nach kombinatorischen 
Prinzipien erfolgen. Als selektierbare Variable treten dabei vor allem der Typ und das 
Molekulargewicht (Polymerisationsgrad) des Polymeren R, die Identitat des 
Polymerisationspartners X-Zm-En bzw. des Effektormolekuls E (z.B. eine Serie von 
anionischen Peptiden mit einer zunehmenden Anzahl von Glutaminsauren) und der 
Gesamtpolymerisationsgrad p auf. 

Durch Variation von Molmassen der PEG-Macromonomere, der Art der verwendeten 
ionischen Spezies sowie deren Anteil am Copolymer und des Polymerisationsgrades 
der Polymermatrix ist ein Mehrparametersystem geschaffen, welches die schnelle 
Parallelkonstruktion einer homologen Reihe unterschiedlicher Copolymerer und in der 
Folge, nach Komplexierung mit der Nucleinsaure, verschiedener nichtviraler Vektoren 
ermoglicht. Das Synthesekonzept wird hierfur im MaRstab einer Zellkulturplatte (z.B. 96 
wells per plate) umgesetzt. Dazu wird die chemische Synthese an den benotigten 
MikromaSstab angepafSt (Reaktionsvolumina im Bereich von 500 pi). Dies ermoglicht 
die direkte Ubertragung der parallel synthetisierten Polymere in den biologischen Assay 
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und tragt so zu einem schnellen "screening" einer Vielzahl von Systemen und zum 
schnellen AufRnden geeigneter Verbindungen beitragen. Fur die Durchfuhrung des 
biologischen Auswahlverfahrens Im Hinblick auf die bevorzugte Verwendung der 
erfindungsgemaRen Copolymeren fur den Gentransfer werden die Copolymere z.B. mit 
DNA-Komplexen versetzt und dann Tests unterzogen, die eine Beurteilung der 
Polymereigenschaften bezuglich der beabsiclitigten Anwendung (z.B. Gentransfer) 
zulassen. Ebensolclne Auswahlverfahren konnen fur Copolymer-umhullte Nanopartikel 
angewandt werden. Solclie Screening- und Selektionsverfahren konnen z.B. 
Komplementaktivierungstests im 96-Well-Plate-Fornriat dienen (Plank et aL, 1996), 
turbid imetrische Messungen der durch Serunnalbumin oder Salz induzierten 
Aggregation im gleichen Format oder in vitro Gentransferstudien im gleichen Format 
(Plank et a!., 1999) oder fluoreszenzoptisciie Verfahren im gleichen Format sein. 

Solche Untersuchungen geben z.B. Auskunft daruber, welche Copolymere aus einem 
kombinatorischen synthetischen Ansatz sich dazu eignen, die Oberflache von DNA- 
Komplexen so zu modifizieren, dalX deren Loslichkeit ausreichend fur 
Gentransferapplikationen in vivo ist, deren Wechselwirkung mit Blut- und 
Gewebekomponenten eingesclirankt wird, sodaB deren Verweil- und Wirkdauer im 
Blutkreislauf ausreichend erhoht wird* um rezeptorvermittelten Gentransfer in Zielzellen 
zu ermoglichen. 

Die erfindungsgemaBen Copolymere werden bevorzugt fur den Transport von 
Nucleinsauren in hohere eukaryotische Zellen verwendet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit in einem weiteren Aspekt Komplexe, enthaltend 
ein Oder mehrere Nucleinsauremolekule und ein oder mehrere geladene Copolymere 
der allgemeinen Formel I. 

Vorzugsweise ist das Nucleinsauremolekul mit einem organischen Polykation oder 
einem kationischen Lipid kondensiert. 



In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung somit Komplexe aus Nucleinsaure und 
einem organischen Polykation Oder einem kationischen Lipid, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dad sie an ilirer Oberflache ein geladenes Copolymer der 
allgemeinen Formel I uber ionische Wechselwirkung gebunden haben. 

Bei den in die Zelle zu transportierenden Nucleinsauren kann es sich um DMAs oder 
RNAs handein, wobei liinsichtlich der Nucleotidsequenz und GroBe keine 
Besclirankungen bestehen. Die in den erfindungsgemaUen Komplexen enthaltene 
Nucleinsaure wird vor allem durch den in der Zelle zu erzielenden biologischen Effekt 
definiert, z.B. im Falle der Anwendung im Rahmen der Gentherapie durch das zur 
Expression zu bringende Gen bzw. den Genabschnitt, oder durch die beabsichtigte 
Substitution oder Reparatur eines defekten Gens oder einer beliebigen Zielsequenz 
(Yoon et al., 1996; Kren et al. 1998), oder durch die Zielsequenz eines zu inhibierenden 
Gens (z.B. im Fall der Anwendung von AntisenseoligoriboNucleotiden oder Ribozymen). 
Vorzugsweise handelt es sich bei der in die Zelle zu transportierenden Nucleinsaure um 
Plasmid-DNA, die eine fur ein therapeutisch wirksames Protein codierende Sequenz 
enthalt. Fur die Anwendung im Rahmen einer Krebstherapie codiert die Sequenz z.B. 
fur ein oder mehrere Zytokine, wie lnterleukin-2, IFN-a, IFn-y, 
TNF-a, Oder fur ein Selbstmordgen, das in Kombination mit dem Substrat zur 
Anwendung kommt. Fur die Anwendung bei der sog. genetischen Tumorvakzinierung 
enthalten die Komplexe DNA, codierend fur ein oder mehrere Tumorantigene oder 
Fragmente davon, gegebenenfalls in Kombination mit DNA, codierend fiir ein Oder 
mehrere Zytokine. Weitere Beispiele fur therapeutsich wirksame Nucleinsauren sind in 
der WO 93/07283 angegeben. 

Das erfindungsgemaSe Copolymer hat die Eigenschaft, den Nucleinsaure-Poiykation- 
Komplex sterisch zu stabilisieren und dessen unenA/iinschte Wechselwirkung mit 
Komponenten von Korperflussigkeiten (z.B. mit Serumproteinen) zu vermindern oder zu 
unterdrucken. 

Geeignete organische Polykationen fur die Komplexierung von Nucleinsaure fur den 
Transport in eukaryotische Zellen sind bekannt; aufgrund ihrer Wechselwirkung mit der 



negativ geladenen Nucleinsaure wird diese kompaktiert und in eine fur die Aufnahme in 
die Zellen geeignete Form gebracht. Beispiele sind Polykationen, die fur den 
rezeptorvermittelten Gentransfer venwendet wurden (EP 0388 758; WO 93/07283), wie 
homologe lineare kationische Polyaminosauren (wie Poly lysin, Polyarginin, Polyornithin) 
Oder heterologe lineare gemischt kationisch-neutrale Polyaminosauren (bestehend aus 
zwei Oder mehreren kationischen und neutralen Aminosauren), verzweigte und lineare 
kationische Peptide (Plank et al., 1999; Wadhwa et al. 1997), nichtpeptidische 
Polykationen (wie lineare oder verzweigte Polyethylenimine, Polypropylenimine), 
Dendrimere (spharoidale Polykationen, die mit einem gut definierten Durchmesser und 
einer exakten Anzahl von endstandigen Aminogruppen synthetisiert werden konnen; 
(Haensler und Szoka, 1993; Tang et al., 1996; WO 95/02397), kationische 
Kohlenhydrate, z.B. Chitosan (Erbacher et al. 1998). Die Polykationen konnen auch mit 
Lipiden modifiziert sein (Zhou et al. 1994; WO 97/25070). 

Weitere geeignete Kationen sind kationische Lipide (Lee et al. 1997), die zum Teil im 
Handel erhaltlich sind (z.B. Lipofectamin, Transfectam). 

Im folgenden wird, wenn nicht anders angegeben, der Begriff „Polykation" 
stellvertretend sowohl fur Polykationen als auch fur kationische Lipide verwendet. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugte Polykationen sind Polyethylenimine, 
Polylysin und Dendrimere, z.B. Polyamidoamindendrimere ("PAMAM'-Dendrimere). 
Die GroSe bzw. Ladung der Polykationen kann uber einen weiten Bereich schwanken; 
sie wird so gewahit, daS der mit Nucleinsaure gebildete Komplex bei physiologischer 
Salzkonzentration nicht dissoziiert, was durch den Ethidiumbromidverdrangungsassay 
(Ethidiumbromide Displacement Assay) auf einfache Weise bestimmt werden kann 
(Plank et al, 1999). In einem weiteren Schritt wird eine definierte Menge an 
Nucleinsaure mit steigenden Mengen des ausgewahlten Polykations inkubiert, der 
gebildete Komplex auf die zu transfizierenden Zellen aufgebracht und die 
Genexpression (im allgemeinen mit Hilfe eines Reportergenkonstrukts, z.B. Luciferase) 
nach Standardmethoden gemessen. 

Der Aufbau der Nucleinsaure-Komplexe erfolgt uber elektrostatische 
Wechselwirkungen. Die DNA kann im Verhaltnis zum Polykation im UberschuB 
vorliegen, so dad derartige Komplexe eine negative Oberflachenladung aufweisen; im 
umgekehrten Fall, wenn das die Nucleinsaure kondensierende Polykation im UberschuS 
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vorliegt, haben die Komplexe eine positive Oberflachenladung. Bevorzugt im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung liegt das Polykation im OberschuR vor. 
Bevorzugt wird das Verhaitnis Polykation:Nucleinsaure im Falle eines positiven 
Ladungsuberschusses so eingestellt, dali das Zeta-Potential etwa +20 bis +50 mV 
5 betragt, im Falle der Verwendung bestimmter Polykationen, z.B. Polylysin, kann es auch 
daruber liegen. 

Im Falle eines negativen Ladungsuberschusses betragt das Zetapotential etwa -50 bis 
-20mV. 

Die Messung des Zeta-Potentials erfolgt nach etablierten Standardmethoden, wie z.B. 
10 von Erbacher et al. 1998. beschrieben. 

^ L^.^ Das Polykation ist gegebenfalls mit einem zellularen Liganderi oder Antikorper 



^ konjugiert; geeignete Liganden sind in der WO 93/07283 beschrieben. Fiir den 
zielzellgerichteten Gentransfer im Rahmen einer Tumortherapie werden Liganden oder 
Antik5rper fur tumorzellassoziierte Rezeptoren (z.B. CD87; uPA-R) bevorzugt, die in der 
15 Lage sind, den Gentransfer in Tumorzellen zu erhohen. 

Bel der Herstellung der Komplexe wird die NucleinsSure, im allgemeinen Plasmid-DNA, 
mit dem Polykation (ggf. derivatisiert mit einem Rezeptorliganden), das im 
LadungsuberschuB vorliegt, inkubiert. Dabei bilden sich Partikel, die uber 
rezeptorvermittelte Endzytose in Zellen aufgenommen werden konnen. AnschlieBend 
20 werden die Komplexe mit einem erfindungsgemafSen negativ geladenen Copolymer, 
vorzugsweise Polyethylenglykol-Copolymer, inkubiert. Der Effektor E im Copolymer ist 
bevorzugt ein polyanionisches Peptid. Alternativ wird zuerst das Copolymer, mit 
^ Nucleinsaure gemischt und dann mit Polykation inkubiert, oder, als dritte Variante, 
zuerst mit Polykation gemischt und dann mit Nucleinsaure inkubiert. 
25 Alternativ wird die Nucleinsaure mit einem Polykation, das im elektrostatischen 
UnterschuS vorliegt, inkubiert und dann ein kationisches Copolymer zugefugt. Auch hier 
kann die Reihenfolge der Mischungsschritte variiert werden, wie oben fur anionische 
Copolymere beschrieben. Die relativen Anteile der einzelnen Komponenten werden so 
gewahit, dall der resultierende DNA-Komplex ein schwach positives, neutrales oder 
3 0 schwach negatives Zeta-Potential aufweist (+10 mV bis -10 mV). 
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Im Fall der Verwendung positiv geladener Copolymerer konnen diese als alleinige 
NucleinsSiure-bindende und -kondensierende polykationische Molekule verwendet 
werden; der Anteil eines Polykations Oder kationischen Lipids kann somit entfallen. Die 
relativen Anteile der einzelnen Komponenten werden auch in diesem Fall so gewahit, 
5 dalX der resultierende DNA-Komplex ein schwach positives, neutrales oder schwach 
negatives Zeta-Potential aufweist (+10 mV bis -10 mV). 

In den Komplexen sind gegebenenfalls Polykation und/oder Copolymer mit gleichen 
Oder verschiedenen zellularen Liganden modifiziert. 

10 

^ Die erfindungsgemaSen Nucleinsaure-Komplexe, die durch das elektrostatisch 
gebundene Copolymer der allgemeinen Formel I in ihrer GrdBe stabilisiert und somit vor 
Aggregation geschutzt sind, haben den Vorteil, in Losung uber langere Zeitrdume 
(Wochen) lagerbar zu sein. Daruberhinaus haben sie den Vorteil, auf Grund der 
15 Schutzwirkung des gebundenen Copolymers eine verminderte bzw. keine 
Wechselwirkung mit Komponenten von KorperFlussigkeiten (z.B. mit Serumproteinen) 
einzugehen. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt eine pharmazeutische 
20 Zusammensetzung, enthaltend eine therapeutisch wirksame Nucleinsaure, das 
erfindungsgemalie Copolymer und gegebenenfalls ein organisches Polykation oder 
^ kationische Lipid. 

Die erfindungsgemalie pharmazeutische Zusammensetzung liegt bevprzugt als 
25 Lyophilisat vor, gegebenenfalls unter Zusatz von Zucker, wie Saccharose oder 
Dextrose, in einer Menge, die in der gebrauchsfertigen Losung eine physiologische 
Konzentration ergibt. Die Zusammensetzung kann auch in Form eines Kryokonzentrats 
vorliegen. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung kann auch tiefgefroren (kryokonserviert) 
30 Oder als gekuhlte Losung vorliegen. 
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In einem weiteren Aspekt dienen die erfindungsgemalien, positiv oder negativ 
geladenen Copolymere dazu, kolloidale Partikei ("Nanopartikel"), wie sie fur die 
Applikation klassischer Arzneimittel entwickelt werden, sterisch zu stabilisieren sowie 
deren unerwunschte Wechselwirkung mit Komponenten von Korperflussigkeiten (z.B. 
5 nnit Serumproteinen) zu vermindem oder zu unterdrucken. Weiters konnen die 
erfindungsgemaBen mit Rezeptorliganden modifizierten Copolymere dazu verwendet 
werden, solche Nanopartikel an ihrer Oberflache mit Rezeptorliganden zu versehen, urn 
Arzneimittel mit erhohter Spezifitat an Zielzellen zu transferieren ("Drug Targeting"). 

10 In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine Kombination aus einem 
^ Trager und einem Komplex enthaltend ein oder mehrere Nucleinsauremoiekule und ein 
. Oder mehrere erfindungsgemalie Copolymere. 

FQr die bevorzugten Ausfuhrungsformen der Copolymere sowie der 
Nucleinsauremoiekule gilt dabei das oben Gesagte. 

15 Unter einem Trager wird in diesem Zusammenhang ein Korper oder eine Substanz 
verstanden, der bzw. die mit zu transformierenden Zellen in vivo oder in vitro in Kontakt 
gebracht werden kann und der bzw. die den Komplex aus Nucleinsaure(n) und 
Copolymere(n) tragt. Vorzugsweise handelt es sich bei dem Trager um ein koharentes 
zusammenhangendes Material, d.h. um einen Feststoff, besonders bevorzugt um einen 

2 0 plastischen oder verformbaren Feststoff, wie z.B. ein Gel, einen Schwamm, eine Folie, 

ein Pulver, ein Granulat oder eine Faszie. Der Trager kann aus einem biologisch nicht 
' resorbierbaren Material oder auch aus einem biologisch resorbierbaren Material 

' bestehen. 

s 

Bei denri Trager kann es sich auch um einen Trager handein, der hergestellt wird durch 
25 die Quervernetzung der erfindungsgemaSen Copolymere, vorzugsweise in Gegenwart 
von Nucleinsauremolekulen. So besteht zum Beispiel die Moglichkeit des Einschlusses 
von bekannten Genvektoren (nackte DNA, nackte RNA, Lipoplexe, Polyplexe), sowie 
von Oligonucleotiden und Ribozymen, gegebenenfalls chemisch modifziert, in 
quervernetze erfindungsgemalie Polymere. Die Quervernetzung erfolgt dabei z.B. in 

3 0 situ in Gegenwart des Genvektors, DNA, Oligonucleotids etc. durch Zugabe eines die 

Quervenetzung auslosenden Agens in wassrigem oder organischem Losungsmittel. Die 
Natur des quervernetzenden Agens ist abhangig von der Copolymerstruktur. So kann 



z.B. das in Fig. 2 gezeigt Polymerruckgrat durch Zugabe von Dithiolen wie z.B. Cyteinyl- 
Cystein oder nicht-aminosaureartigen Dithiolen quervernetzt werden. Quervernetzung 
von carboxylsaurelialtigen Copolymeren kann durch Zugabe von beliebigen Diaminen 
. unter Carboxylsaureaktivierung erfolgen (z.B. Uberfuhrung der Carboxylsaure in einen 
aktivierten Ester in situ) (Nathan et al., I\/lacromolecules 25 (1992), 4476-4484). Ein 
Polymerruckgrat mit primaren oder sekundaren Aminen kann z.B. durch Zugabe einer 
aktivierten Dicarbonsaure erfolgen. Nach der Quervernetzung kann das Praparat zu 
einem Film getrocknet werden. 

Ein Beispiel fur ein biologisch nicht resorbierbares Material ist Silikon (z.B. fur Katheter). 
Moglich ist aber auch die Verwendung von anderen biologisch nicht resorbierbaren 
Materialien, die als Implantate in den Korper eingebracht werden konnen und/oder 
bereits Einsatz gefunden haben, z.B. in der plastischen Chirurgie. Beispiele hierfur sind 
PTFE (z.B. fur GefaBprothesen), Polyurethan (z.B. fur Katheter), metallische Materialien 
(z.B. medizinische Stahle, Titatlegierung fur Endoprothesen; Geflechte aus Metall zur 
Verwendung als GefaBstutzen ("stents")). 

Vorzugsweise ist der Trager ein biologisch resorbierbares Material. Beispiele hierfur 
sind aus Thrombin oder Fibrinogen hergestellte Fibrinkleber, Chitin, Oxycellulose, 
Gelatine, Polyethylenglycolcarbonate, aliphatische Polyester, wie z.B. Polymilchsauren, 
Polyglycolsauren und die hiervon abgeleiteten Aminosaureverbindungen, wie Polyamide 
und Polyurethane oder Polyether sowie die entsprechenden Mischpolymerisate. Ferner 
kann jedes andere biologisch abbaubare Polymer als Trager verwendet werden, 
insbesondere sogenannte "self curing adhesives" auf der Basis von Hydrogelen. 
Insbesondere sind als biologisch resorbierbare Materialien alle Materialien geeignet, die 
im Korper enzymatisch und/oder durch hydroiytische Prozesse abgebaut werden 
konnen. Hierzu zahlen auch bioresorbierbares chemisch definiertes Calciumsulfat, 
Triclaciumphosphat, Hydroxy apatit, Poiyanhydride, Trager aus gereinigten Proteinen 
Oder aus teilgereinigter extrazellularer Matrix. Besonders bevorzugt ist der Trager 
Kollagen, besonders bevorzugt eine Kollagenmatrix hergestellt aus Knorpel- und 
Hautkollagen, wie. sie z.B. von Sigma oder Collagen Corporation vertrieben wird. 
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Beispiele fur die Herstellung einer Kollagenmatrix sind z.B. beschrieben in den US- 
Patenten 4,394.370 und 4,975.527. 

Ganz besonders bevorzugt ist der Trager aus Kollagen und besonders bevorzugt ein 
Kollagenschwamm. Ganz allgemein binden negativ geladene Polysaccharide wie 
5 Glucosaminoglykane uber ionische Wechselwirkungen an Kollagen. Die Bindung kann 
zu positiv geladenen Aminosauren in den Kollagenfibrillen (Lysin, Hydroxylysin und 
Arginin) erfolgen oder sogar zu negativ geladenen Aminosauren, vermittelt durch 
divalente Kationen wie Calcium. Weiterhin konnen die ionischen 
Bindungseigenschaften von Kollagen durch Vorbehandlung mit Saure oder Lauge und 
10 anschlie&endes Gefriertrocknen gezielt beeinflul^t v\/erden. Mittels dieser in der 
^ Kollagenchemie bekannten Techniken ist es z.B. moglich, Kollagenmaterialien mit 
Suspensionen erfindungsgemalier Komplexe zu tranken, um eine ionische Bindung 
zwischen Kollagen als Tragermaterial und den DNA-Komplexen herzustellen. 

15 Positiv geladene Aminosauren sind im Kollagen nicht in kurzen kationischen 
Abschnitten konzentriert. Soiche Strukturmerkmale des Tragers sind aber fur die 
effiziente Bindung von DNA erforderlich. Um eine festere Bindung an das 
Tragermaterial zu erzielen, kann dieses ferner mit kationischen, DNA-bindenden 
Substanzen wie Peptiden (Plank et ai., Human Gene Therapy 10 (1999), 319-333) oder 

20 Polyethylenimin (PEI) derivatisiert werden. Zu diesem Zweck wird der 
Kollagenschwamm z.B. mit dem bifunktionellen Kopplungsreagenz Succinimidyl-pyridyl- 

' dithiopropionat (SPDP) modifiziert. Polyethylenimin wird mit Iminothiolan derivatisiert. 
^ was zur Einfuhrung von Thiolgruppen fuhrt. Das zu koppelnde kationische Peptid tragt 
am C-Terminus ein Cystein. Die Thiolgruppen reagieren mit dem SPDP-derivatisierten 

25 Kollagenschwamm unter Ausbildung von Disulfidbrucken. Die so gewonnenen 
Schwamm-Derivate sollten DNA fest binden, und die Freisetzung der DNA ist mit 
starker zeitlicher Verzogerung zu enwarten. 

Zur Herstellung einer erfindungsgemalien Kombination kann beispielsweise das 
trockene Kollagenmaterial mit DNA/Copolymer-Komplexen in 5 % Glucose inkubiert 
3 0 werden. Die Schwamme werden dann gefriergetrocknet. 
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Generell kann eine erfindungsgemaSe Kombination hergestellt werden, indem ein 
entsprechender Trager mit dem Kbmplex aus Nucleinsaure und Copolymer in Kontakt 
gebracht wird, so dalS der Trager den Komplex aufnimmt bzw. so bindet, da(2» er ihn 
wieder freisetzen kann. Entsprechende Methoden sind dem Fachmann bekannt 
5 (Bonadio et al. (1999). Nat Med 5(7): 753-759. Shea, L. D. et al. (1999). Nat Biotechnol 
17(6): 551-554). In den Beispielen ist beispielhaft die Herstellung einer Kombination aus 
Kollagenschwamm als Trager und einem Nucleinsaure/Copolymer-Komplex 
beschrieben. 

10 Die erfindungsgemaRen Kombinationen konnen fur den Transfer von Nucleinsauren in 
1^ Zellen, vorzugsweise in Zellen iioherer Eukaryonten, bevorzugt von Vertebraten, 

N insbesondere von Saugern, sowohl in vitro als auch in vivo verwendet werden, 

Im Zusammenhang mit der in vivo Anwendung kommt es insbesondere in Betracht, daU 
die Kombination direkt als Implantat eingebracht wird, z.B. subcutan oder aber als 

15 Beschichtung z.B. auf einem Katheter, Gelenkersatz bzw. einer Endoprothese (z.B zur 
Verbesserung der Gewebeintegration). Weitere VenA/endungsmoglichkeiten betreffen 
Wundauflagen, generell die Abdeckung groliflachiger Hautdefekte wie z.B. bei 
Verbrennungen oder Decubitalgeschwuren, sowie als Tragermaterial fur die modernen 
Verfahrevi^des Tissue Engineerings (Mooney, D. J. and Mikos, A. G. (1999). Sci Am 

2 0 280(4): 60-65). Des weiteren kommt eine Verarbeitung der beschichteten Materialien in 

Form von Pulvern in Betracht, die mit gangigen Gewebeklebstoffsystemen gezielt in 

«' > den Organismus verbracht und dort fixiert werden und als Depotform ihre Wirkung 
(Transfektion) entfalten. 

25 Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Arzneimittel enthaltend eine 
erfindungsgemaSe Kombination gegebenenfalls in Verbindung mit pharmazeutisch 
vertraglichen Zusatzstoffen. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Kit enthaltend einen wie oben definierten 

3 0 Trager, sowie ein erfindungsgemalies Copolymer oder einen Komplex aus einem 

erfindungsgemafien Copolymer und einem Nucleinsauremolekul. 
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Fig. 1 : Herstellung der Copolymergeruste aus 3-(2'-thio-pyridyl)- 
mercaptopropionyl-glutamjnsaure und 0,0'-Bis(2- 

aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 oder 0,0'-Bis(2- 

aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 

5 

Fig. 2: Ankoppelung von geladenen Peptiden an das Copolymergerust 

Fig. 3: Herstellung des Copolymergerusts aus dem geschutzten Peptid E4E^^^^ 
und 0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 

10 

^ Fig. 4: Komplementaktivierungstests 

Fig. 5: Erythrozyten-Lysetest 

15 Fig. 6: Elektronenmikroskopischen Aufnahmen von PEI-DNA-Komplexen (N/P = 
8) in Gegenwart des Copolymers P3YE5C 

Fig. 7: Zetapotential von PEI- und DOTAP/Cholesterin-DNA-Komplexen in 

Abhangigkeit von der Menge zugesetzten Copolymers P3YE5C bzw. 
2 0 P6YE5C 

Fig. 8: Herstellung DNA/Polykation/Copolymer-Komplexen 

y 

Fig. 9: Gentransfer in K562-Zellen mit PEI(25 kD)-DNA-Komplexen in Gegenwart 
und Abwesenheit des Copolymers P3YE5C 

25 

Fig. 10: Transfektion der Brustkrebszellinie MDA-MB435S mit Polylysin-DNA- 
Komplexen in Gegenwart und Abwesenheit des Hullpolymers P3INF7 



Fig. 11: Lipofection in NIH3T3-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit des 
3 0 Copolymers P3YE5C 
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Fig. 12: Transfektion von HepG2-Zellen mit DOTAP/Cholesterin-DNA und PEI- 
DNA in Gegenwart und Abwesenheit von P6YE5C 

Fig. 13: Intravenoser Gentransfer in vivo mittels DNA/Polykation-Komplexen mit 
5 Copolymerhulle 

Fig. 14: Freisetzung radioaktiv markierter DNA aus vektorbeladenen 
Kollagenschwammen. Die Schwamme wurden wie in Beispiel 17 
beschrieben prapariert. Im Falle nackter DNA binden etwa 50 % der 

10 aufgebrachten Menge aktiv, wahrend die andere Halfte sofort freigesetzt 

wird. Die weitere Freisetzungskinetik folgt in etwa einenn linearen Verlauf. 
Auf Schwamme aufgebrachte Genvektoren sind zu 90 % fest gebunden 
und werden uber einen langeren Zeitraum nach exponentiellem Verlauf 
freigesetzt. Kationisch derivatisierte Schwamme ("PEI-SPDP" und "Peptid- 

15 SPDP") binden nackte DNA effizient und zeigen eine ahnliche 

Freisetzungskinetik wie vektorbeladene Schwamme. 

Fig. 15: . Gentransfer in NIH-3T3 Mausfibroblasten durch vektorbeladene 
Kollagenschwamme. Die Kollagenschwamme wurden wie in Beispiel 16 

20 beschrieben prapariert (nackte DNA, PEI-DNA; DOTAP-Cholesterin DNA 

nach Variante) und wie in Beispiel 18 beschrieben zum Gentransfer 
eingesetzt. Im Falle von DOTAP-Cholesterin-Schwammen wurden die 
Praparate einerseits einer adharenten Lage von Zellen zugegeben (links), 
andererseits wurden frisch trypsinierte Zellen auf die Schwamme 

25 aufgebracht (rechts). Der weitere Versuchsverlauf war jeweils identisch. 

Die Reportergenexpression wurde ilber verschiedene Zeitraume hin 
untersucht und dauert insbesondere in Zellen, die an/in den Schwammen 
wachsen, lange an. 



BEISPIEL 1 : Herstellung von geladenen Copolymeren der ailgemeinen Formel I 
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1.1. Herstellung der Copolymergeruste aus 3-(2-thio-pyridyl)-mercaptopropionyl" 
glutaminsaure und 0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 oder 0,0'- 

Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 (Diamino-PEG-3400; Fluka) 

In diesem Fall ist in der ailgemeinen Formel I: 
W=Y=NH; 



X=3-mercaptopropionyl-glutaminsaure, das heiSt, ein Aminosaurederivat gemali 
Fall i), das durch Ankoppeiung der Linkergruppierung 3-(2'-Thiopyridyl)- 
mercaptopropionsaure an Glutaminsaure erhalten wurde; 
daher entfallt Z(m=0). 

a) Umsetzung von 3-Mercaptopropionsaure mit 2,2'-Dithiodipyridin (1): 

1 g DTDP (Fluka) wurde in 4 ml absolutem Ethanol (Merck) gelost. Nach 
Zugabe von 100 pi Triethylamin (Aldrich) wurden 87 pi (1mmol) 3- 
Mercaptopropionsaure zugesetzt. Nach 1 h wurde das Reaktionsgemisch 
in Aliquots mittels RP-HPLC gereinigt: Praparative C18-Saule (Vydac, 
218TP1022), FluRrate 25 ml/min, 0.1 % Trifluoressigsaure, 0-40 % 
Acetonitril in 24 min, 40-100 % Acetonitril in 5 min, 100 % Acetonitril jn 
5 min. Der Produktpeak eiuierte bei ca. 20 % Acetonitril. Die 
Produktfraktionen wurden vereinigt und gefriergetrocknet. 
In einer Abwandlung dieser Synthese wird vor der Reinigung mittels RP- 
HPLC uberschussiges DTDP durch langsame Zugabe von Wasser unter 
Ruhren ausgefallt. Der Niederschlag wird zweimal in Ethanol 
aufgenommen und erneut durch Zugabe von Wasser ausgefallt. Die 



vereinigten wassrigen Phasen werden wie oben mittels RP-HPLC 
gereinigt. 

Synthese von 3-(2'-thio-pyridyl)- mercaptopropionyl-glutaminsaure (2b): 
Das in a) erhaltene Produkt 1 (s.Fig.1; 0.5 mmol) wurde in 25 ml 
Dichlormethan gelost. Unter Ruhren und Eiskuhlung wurden in einem 50 
ml Polypropylenrohrchen (Fa. Peske) der Reihe nach je ein mmol 
Glutaminsaure-di-t-butylester (Glu(OtBu)OtBu, Bachem), 

1 -Hydroxy benzotriazoi (Aldrich), N-Ethyl-N '-(dimethylaminopropyl)- 
carbodiimid (Aldrich) und Diisopropylethylamin (Aldrich) zugesetzt Nach 
48 h Reaktion wurde das Gemisch am Rotationsverdampfer bis auf einen 
oligen Ruckstand eingeengt, der in 20 ml Ethylacetat aufgenommen 
wurde. Diese Losung wurde je zweimal mit 0.5 M Salzsaure, gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung und gesattigter Natriumchloridlosung 
ausgeschuttelt. Die organische Phase wurde am Rotationsverdampfer bis 
auf einen oligen Ruckstand eingeengt und uber Nacht am Hochvakuum 
getrocknet (Produkt 2a; s. Fig. 1). Produkt 2a wurde ohne weitere 
Aufreinigung zur Entfernung der t-Butylschutzgruppen in 30 ml 
Dichlormethan:Trifluoressigsaure (2:1) aufgenommen und zwei Stunden 
bei Raumtemperatur geruhrt. Am Rotationsverdampfer wurde bis auf 
einen oligen Ruckstand eingeengt, der mit eiskaltem Ether gewaschen 
wurde. Nach Trocknung am Hochvakuum wurde das Produkt in 100 mM 
Hepes pH 7.4 gelost und in Aliquots mittels RP-HPLC (gleiche 
Bedingungen wie fur Produkt 1) gereinigt. Die Produktfraktionen wurden 
vereinigt. Produkt 2b (s. Fig.1) wurde in einer Ausbeute von 270 ymol 
erhalten (27 % uber alle Stufen). Theoretisches Molekulargewicht: 344.05. 
Gefunden: 345,0 (MH*). 

Copolymerisation von Pyridyl-(2-dithiopropionyl)-glutaminsaure (2b) mit 
0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 (Diamino-PEG-6000; 
Fluka) 



Produkt 2b wurde in 3 ml Dimethylformamid (Fluka) gelost und mit 
Dichlormethan auf 20 ml aufgefullt. 5 ml dieser Losung (67.5 pmol) 
wurden der Reihe nach mit 506 mg Diamino-PEG-6000 (84 [imo\, 
entspricht 1 .25 Aquivalenten; Fluka), 30 mg Dicyclohexylcarbodiimid (135 
|jmol, 2 Aquivalente, 135 pi einer 1 M Losung in DMF) und 2 mg 
Dimethylaminopyridin (0.25 Aquivalente, 1 M Losung in DMF) veVsetzt. 
Nach 2 li wurden 10 |jl fur einen Ninhydrintest entfernt, der nur noch 
schwache Blaufarbung zeigte. Rohprodukt 3 (s. Fig. 1) wurde nach 
Kuhlung auf -20°C durch Fallung aus dem Reaktionsgemisch mit t-Butyl- 
methylether unter Ruhren erhalten. Das Produkt wurde im Vakuum 
getrocknet. Aliquots wurden in Wasser aufgenommen, und nach 
Entfernung von unloslichem Ruckstand durch Filtration (Ultra-Free MC, 
Millipore) wurde mittels Gelfiltration gereinigt. Dazu wurde eine XK 16/40- 
Saule (Pharmacia) mit Superdex 75 (Pharmacia) nach den Vorgaben des 
Hersteilers gefullt. Aliquots von je 20 mg Rohprodukt 3 wurden bei einer 
FluUrate von 1 ml/min mit 20 mlVI Hepes pH 7.3 als Eluens gereinigt. Die 
Hauptfraktion eluierte bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 
40.000 Da nach hohermolekularen, deutlich abgetrennten Vorfraktionen, 
die getrennt gesammelt wurden. 

Copolymerisation von Pyridyl-(2-dithiopropionyl)-glutaminsaure (2b) mit 
0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 (Diamino-PEG-3400; 
Fluka) (Produkt 4; s. Fig.1) 

Produkt 4 wurde nach gleichem Ansatz und gleicher Aufreinigung erhalten 
wie Produkt 3. Als Hauptfraktion (54 % der Produktfraktionen) nach 
Gelfiltration wurde ein Produkt erhalten, das bei einem scheinbaren 
Molekulargewicht von 22.800 Da eluierte (Nebenfraktionen sind ein 
Produkt mit 64 kD, 14 % der Gesamtmenge, und ein Produkt mit 46 kD, 
32 % der Gesamtmenge). 

Das Reaktionsschema der Syntheseschritte a) bis c), die das 
Copolymergerust ergeben, ist in Fig. 1 dargestellt: 3- 
Mercaptopropionsaure wird mit 2,2'-Dithiodipyridin umgesetzt, das Produkt 
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(1) wird an carboxylgeschutzte Glutaminsaure gekoppelt (Produkt 2a). 
Nach Abspaltung der t-Butyl-Schutzgruppen erhalt man 3-(2'-thio-pyridyl)- 
mercaptopropionyl-glutaminsaure (2b), die unter DCC-Aktivierung mit 
0,0'-Bis(2'aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 Oder mit 0,0-Bis(2- 
aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 copolymerisiert wird. Erhalten werden 
die Produkte 3 bzw. 4. 

Peptidsyn these 

Die Peptide wurden nach dem FastMoc™-Protokoll auf einem Applied 
Biosystems 431 A Peptidsynthesizer hergesteilt. 

i) Peptid YE5C (Sequenz [Ac-YEEEEE]2-ahx-C) wurde unter Verwendung 
von 330 mg cysteinbeladenem Chlortritylharz (0.5 mmol/g; Bachem) mit 
den Schutzgruppen Trityl- (Cys), di-Fmoc (Lys) und O-t-Butyl- (Glu) 
hergesteilt. Es wurde je 1 mmol der geschutzten Aminosauren eingesetzt. 
Nach dem Verzweigungspunkt (Lys) wurden durchgehend 
Doppelkopplungen durchgefCihrt. Die Acetylierung der N-Termini wurde 
am Peptidharz mit 2 mmol Acetanhydrid in 2 mi N-Methylpyrrolidon in 
Gegenwart von 2 mmol Diisopropylethylamin durchgefCihrt, Das Peptid 
wurde als Rohprodukt nach Spaltung vom Harz (500 pi Wasser. 500 pi 
Thioanisol, 250 pi Ethandithiol in 10 ml Trifluoressigsaure) und Fallung mit 
Diethylether gewonnen. Das Rohprodukt wurde in 100 mM HEPES pH 7.9 
gelost und mittels Perfusionschromatographie gereinigt (Poros 20 HQ. 
Boehringer Mannheim, gefullt in eine 4 x 100 mm PEEK-Saule. 0 - 0.5 M 
NaCI in 8 min, FluRrate 10 ml/min). Der Extinktionskoeffizient des Peptids 
in 50 mM Natriumphosphatpuffer in 6 M Guanidiniumhydrochlorid betragt 
bei 280 nm 2560 M'^cm'^ (Gill und von Hippel 1989). 

ii) Peptid INF7 (Sequenz GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYGC) wurde nach 
der gleichen Prozedur an 500 mg Chlortritylharz (0.5 mmol/g) synthetisiert, 
wie fur YE5C beschrieben vom Harz gespalten und mit Diethylether 
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gefallt. Das Rohprodukt wurde im Vakuum getrocknet. Aliquots von je 20 
mg wurden in 500 |jl 1 M Triethylammdniumhydrogencarbonat-Puffer pH 8 
gelost und durch Gelfiltration gereinigt (Sephadex G-10 von Pharmacia 
gefullt in eine HR 10/30-Saule von Pharmacia. Flu&rate 1 ml/min. Als 
Eluent dienten 20 mM HEPES pH 7.3 / 150 mM NaCI oder 100 mM TEAB 
Oder 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat). Extinktionskoeffizienten: 278 
nm 12600; 279 nm 12665; 280 nm 12660 M'^cm-^ 

Peptid SF029-ahx (Sequenz KaK-ahx-C) wurde auf analoge Weise 
synthetisiert (500 mg Fmoc-Cys(Trt)-Chlortritylharz von Bachem; 0.5 
mmol/g) und nach Standardmethoden gereinigt (Sephadex G10 mit 0.1 % 
TFA als Eluens; Reverse Phase HPLC, 0.1 % TFA ~ Acetonitril-Gradient). 
Das Lysin am Verzweigungspunkt war alpha, epsilon-di-Fmoc-L-Lysin, die 
folgenden Lysine alpha-Fmoc-epsilon-Boc-L-Lysin. 

Peptid E4E (Sequenz [EEEE]2KGGE) wurde analog synthetisiert. 
AnsatzgroRe 0.25 mmol Fmoc-Glu(OBzl)- Chlortritylharz. Die Belegung 
des Harzes erfolgte durch Suspendieren entsprechender Mengen 
O-Chiorotritylchloridharz (Alexis) in absolutiertem Dichlormethan und 
Versetzten mit je 2 eq. FmocGlu(OBzl)OH und Diisopropylethylamin. Nach 
mehrstundigem Schuttein wurde abfiltriert und mehrfach mit 
Dimethylformamid, Methanol, Isopropanol, Dichlormethan und 
Diethylether gewaschen. Zum Einsatz kommt ein modifiziertes Fmoc- 
Protokoll. Die N-terminale Aminosaure tragt eine Boc-Schutzgruppe, um 
aus der Festphasensynthese ein vollgeschutztes basenstabiles 
Peptidderivat der Sequenz (E(Boc)[E(tBu)]3)2KGGE(OBzl)OH {E4E^^^'^) 
zu erhalten. 

Die Abspaltung vom Harz erfolgte mit Dichlormethan / Essigsaure / 
Trifluorethanol 8:1:1 bei Raumtemperatur. Die Benzylester-Schutzgruppe 
der C-terminaien Glutaminsaure wurde selektiv mit H2 / Palladium auf 
Aktivkohle nach Standardvorschrift abgespalten. 
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Die Peptidmassen wurden mittels Elektrospray Massenspektroskopie 
bestimmt und damit die Identitat der Peptide bestatigt. 

1.3. Ankoppelung der Peptide an das Copolymergerust (4) bzw. (5) 

5 

Die Losungen von je 1,2 Aquivalenten C-terminal cysteinhaltigem Peptid und 
Copolymergerust, erhalten in 1.1 (bezogen auf die Thiopyridyl-Gruppen am 
Polymer), in 20 mM Hepes, pH 7.4 werden vereinigt und 15 Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt oder geschuttelt. 

10 Zur Bestimmung der einzusetzenden Aquivalente werden die verfugbaren 

]^ Thlopyridyl-Bindungssteilen durch Versetzen einer verdunnten Losung des 

Polymers mit 2-Mercaptoethanol und anschlieBender Messung der Extinktion des 
freigesetzten 2-Thiopyridons bei einer Wellenlange von 342 nm, die 
Konzentration der freien Thiolfunktionen des cysteinhaltigen Peptides mit Ellman- 

15 Reagenz bei einer Wellenlange von 412 nm nach Lambert-Beer bestimmt. 

Nach Ablauf der Reaktion, deren Vollstandigkeit durch die Absorption des 
freigesetzten Thiopyridons bei 342 nm bestimmt wurde, wurde eingeengt und 
das Produkt mittels Gelfiltration (Superdex 75-l\/laterial, Pharmacia) fraktioniert. 

20 1.3.1 Herstellung des Copolymer P3YE5C 

Es wurde das verzweigte Peptid YE5C, Sequenz (YEEEEE)2K(ahx)C, 
verwendet, das uber eine Disulfidbrucke des Cystein-Thiols mit der 
3-Mercaptopropionyl-glutaminsaure-Gruppierung verknupft ist. 
25 a) Copolymer P3YE5C wurde aus Fraktion 3 (22.800 Da) des Produktes (4) 

und gereinigtem Peptid hergestellt. Als Produkt wurde eine Verbindung mit 
einem scheinbaren Molekulargewicht von 35.000 Da erhalten. Unter 
Berucksichtigung des Molekulargewichts des Peptides und des 
Ausgangspolymers bedeutetdies einen Polymerisationsgrad p = 6 (6 sich 
3 0 wiederholende Einheiten). 

b) Copolymer P6YE5C wurde aus Fraktion 3 (40.200 Da) des Produktes (3) 
und gereinigtem Peptid hergestellt. Als Produkt wurde eine Verbindung mit 
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scheinbarem Molekulargewicht 55.800 Da erhalten. Der 
Polymerisationsgrad ist ca. 7. 

1.3.2 Herstellung des Copolymer P3INF7 

Es wurde das endosomolytische Peptid INF7 verwendet, das uber eine 
Disulfidbrucke des Cystein-Thiols mit der 3-Mercapto-propionyl-glutaminsaure- 
Gruppierung verknupft ist. 

a) Copolymer P3INF7 wurde aus Fraktion 3 (22.800 Da) des Produktes (4) 
und gereinigtem Influenzapeptid hergestellt. 

b) Copolymer P6INF7 wurde aus Fraktion 3 (40.200 Da) des Produktes (3) 
und gereinigtem Influenzapeptid INF7 hergestellt. 

1.3.3 Herstellung eines Rezeptorligand-modifizierten ("lactosylierten") Copolymer 

Es warden ein Tell des lactosylierten Pepitds SF029-ahx und 9 Teile des 
verzweigten Peptids YE5C, die uber eine Disulfidbrucke des Cystein-Thiols mit 
der 3-Mercaptopropionyl-glutaminsaure-Gruppierung verknupft sind, venA/endet. 
Jeweils 3.32 pmol Copolymer. (4) bzw (5) (bezogen auf die enthaltenen 
Thiopyridyl-Gruppen) gelost in 1 ml 20 mM HEPES pH 7.4 wurden mit einer 
Mischung von 500 nmol lactosyliertem SF029-ahx und 4,48 pmol Peptid YE5C 
in 1.1 ml HEPES-Puffer versetzt. Dies entspricht einem 1.5-fachen OberschuS an 
freien Thiolgruppen der Peptide uber die zu Verfugung stehenden 
Thiopyridylgruppen, und der Anteil des lactosylierten Peptids an Gesamtpeptid ist 
10 %. Die Reaktion verlief Ciber Nacht vollstandig. Die Produkte wurden wie 
beschrieben mittels Gelfiltration (Superdex 75) gereinigt. 

Das Reaktionsschema zur Ankoppetung der geladenen Peptide an das 
Copolymergerust gemafi 1,3 ist in Fig. 2 dargestellt: An Produkt 3 bzw. 4 werden 
Peptide mit freien Thiolgruppen gekoppelt, z.B. das Peptid INF7 (links) oder das 
Peptid YE5C. Es werden die Produkte P3INF7 (aus 0,0'-'Bis(2- 
aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400), P6INF7 (aus 0,0'-Bis(2- 
aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000) und analog P3YE5C und P6YE5C erhalten. 
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BEISPIEL 2: Herstellung des Copoyiymergerusts aus Fmoc-6-Aminohexanoyl- 
glutaminsaure und 0,0'-Bis(2-aminoethyl)poiy(ethylengiykol) 6000 (Diamino- 
PEG-6000; Fluka) oder 0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 (Diamino- 
PEG-3400; Fluka) 

5 

In diesem Fall gilt fur die allgemeine Formel I: 
W=Y=NH; X=Fmoc-6-Aminohexanoyl-glutaminsaure. 

Das heiBt, X ist gemaB i) ein Aminosaurederivat, das durch Ankoppelung von Fnnoc-6- 
10 Aminohexansaure an Glutaminsaure erhaiten wurde. Fur die Ankoppelung des 
Effektormolekuls E kann Z entfallen oder ein bifunktioneller Linker wie SPDP oder 
EMCS sein. 

Ein zur Ankoppelung an dieses Polymergertist geeigneter Effektor E kann ein Peptid 
des Typs E4E''^^'^ (Z entfallt) oder des Typs YE5C sein, wobei dieses uber das Cystein- 
15 Thiol mit dem Linkermolekul Z (z.B. SPDP oder EMCS) reagiert. 

a) Synthase des Dipeptids Fmoc-6-Aminohexansaure- GluOH (6): 

1 g Fmoc-geschutzte 6-Aminohexansaure (2.82 mmol), 1.2 eq. Glu(OtBu)OtBu 
und 1.2 eq. 1-Hydroxybenzotriazol werden in 200 ml Dichiormethan geiost. Die 
20 Mischung wurde nach KCihlen auf 0°C mit 1.2 eq. N-Ethyl-N'- 

(dimethylaminopropyl)-carbodiimid und 1.7 ml Diisopropylethylamin versetzt (pH 
= 8). Nach einer Stunde bei 0°C wurde noch 18 Std bei Raumtemperatur 
geruhrt. Das Losungsmittel wurde nun vollstandig abdestilliert, der Ruckstand mit 
Ethylacetat aufgenommen und mit 0.5 N Salzsaure, gesattigter 

2 5 Natriumhydrogencarbohat-Losung und gesattigter Natriumchlorid-Losung 

extrahiert. Nach Abziehen des Losungsmittels wurde Fmoc-6-Aminohexansaure- 
Glu(OtBu)OtBu (5) nach Gefriertocknung erhaiten. 

Di-t-butyl-geschiitzes Derivat (5) wurde in 30 ml 
Dichlormethan/Trifluoressigsaure 2:1 geiost und eine Stunde bei 

3 0 Raumtemperatur geruhrt. Nach vollstandiger Reaktion (Reaktionskontrolle mit 

reversed phase-HPLC) wurde das Losungsmittel auf ca. 5% des 
Ausgangsvolumen reduziert und das Produkt (6) durch Prazipitation aus 
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Diethylether erhalten. AbschlieSende Reinigung erfolgte durch RP-HPLC mit 
einem Acetonitril/ Wasser/ 0. 1 %TFA Gradienten. 

b) Copolymerisation von Fmoc-6-Aminohexansaure-GluOH (6) mit 0,0'-Bis(2- 
aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400' (Diannino-PEG-3400, Fluka), Produkt (7): 
10 mg (6), 1.5 eq. 0,0'-Bis(2-anninoethyl)poly(ethylenglykol) 3400', 2 eq. 
Dicyclohexylcarbodiimid und 0.25 eq. 4-(Dimethylamino)-pyridin werden in 5 ml 
Dichlormethan gelost. Nach 30 minutigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde 
die Losung nach Aufkonzentrieren filtriert und das Losungsmittel danach 
10 vollstandig abdestilliert. Der Ruckstand wurde in 500 pi Wasser suspendiert und 

^ gefriergetrocknet. 

Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (20% Piperidin in Dimethylformamid 
Oder Dichlormethan) vom Polymer kann das Copolymer unter Verwendung 
gangiger Peptid-Kupplungschemie mit beliebigen Peptiden mit freiem 
15 C-Terminus conjugiert werden. 

BEISPIEL 3: Herstellung des Copoiymergeriists aus dem geschlitzten Peptid 
E4E^'^^^ und 0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 (Diamino-PEG-600D; 
Fluka Oder 0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethyienglykol) 3400 (Diamino-PEG-3400; 
20 Fluka) 

' In diesem Fall ist in der allgemeinen Formel I 
W=Y=NH; X = das verzweigte Peptid E4E^^*^"^. 

25 In diesem Beispiel stellt ein polyanionisches Peptid X gemall i) selbst den Effektor dar; 
daher entfallen Z und E (m = n = 0) 

Coolymerisation von E4E^^^*^ mit 0,b -Bis(2-aminoethyl)-poly-(ethylenglykol) 6000' 
(Diamino-PEG-6000, Fluka) (8); 



3 0 50 [jmoi E4E*^^^^, 1.5 eq. 0,0'-Bis(2~aminoethyl)-poly(ethylenglykol) 6000', 2 eq. 
Dicyclohexylcarbodiimid und 0.25 eq. 4-(Dimethylamino-)pyridin warden in 10 ml 
Dichlormethan gelost. Nach vierstiindigem Ruhren bei 4°C wurde die Losung nach 



Aufkonzentrieren filtriert und das Losungsmittel vollstandig abdestilliert. Der Ruckstand 
wurde in 500 |jl Wasser suspendiert und gefriergetrocknet. 

Zur Abspaltung der verbliebenen saurelabilen Seitenkettenschutzgruppen wurde wie in 
der Literatur beschrieben mit Trifluoressigsaure unter Zusatz von bis zu 5% Scavenger 
(bevorzugt Ethandithiol, Triethylsilan, Thioanisol) versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt. Die Isolierung des Rohproduktes erfolgte durch Prazipitation 
aus Diethylether. Die endgultige Reinigung erfolgte wie oben beschrieben mittels 
Gelfiltration (Superdex75, Pharmacia). 

Fig. 3: zeigt das Reaktionsschema: Die Benzylschutzgruppe an Carboxylat 1 der C- 
ternninalen Glutaminsaure des vollgeschutzten Peptids E4E^^^^ wird selektiv mit 
H2/Palladium auf Aktivkohle abgespalten. Das Produkt wird unter DCC-Aktivierung mit 
0,0'-Bis(2-aminoethyl)poly(ethylenglykol) 6000 oder mit 0,0'-Bis(2- 
aminoethyl)poly(ethylenglykol) 3400 copolymerisiert. Im letzten Schritt werden die 
Schutzgruppen der N-terminal gelegenen Glutaminsauren mit TFA in DCM 
abgespalten. 

BEISPIEL 4: Komplementaktivierungsstudien 

Der Test wurde im wesentlichen wie in Plank et al.. 1996, beschrieben durchgefuhrt. 

a) Polylysin-DNA-Komplexe mit und ohne Copolymer P6INF7: 

Polylysin (durchschn. Kettenlange 170; Sigma) - DNA wurde als Stock-Losung 
hergestellt, indem 64 pg pCMVLuc in 800 pi HBS zu 256 pg pL in 800 pi HBS 
gegeben wurden und durch Pipettieren gemixt wurden, dies entspricht einem 
berechneten Ladungsverhaltnis von 6.3. Von dieser Suspension von Polyplexen 
wurden als Positivkontrolle je 50 pi in Spalte 1 A-F einer 96-Kalottenplatte 
gegeben und mit 100 pi GVB^''-Puffer versetzt. Alle anderen Vertiefungen 
enthielten 50 pi GVB^"'-Puffer 100 pi wurden von Spalte 1 in Spalte 2 transferiert, 
gemixt usw. wie in Plank et al. 1996 beschrieben. 



Desweiteren wurden je 350 |jl der Polylysin-DNA Stock-Losung versetzt mit 35, 
70 und 105 nmol (bezogen auf Anteil INF7) des Polymers P6INF7 und nach 15 
min Inkubation mit OVB^^-Puffer auf 1050 |jI aufgefullt. Je 150 pi der 
resultierenden Suspension wurden auf die Reihen A bis F der Spalte 1 einer 96- 
Kalottenplatte aufgefullt. Eine 1.5-fache Verdunnungsreihe in GVB^'*"-Puffer und 
der weitere Komplementaktivierungstest wurden wie oben und in Plank et al. 
1996 ausgefuhrt. 

Die Endkonzentrationen der Komponenten in Spalte 1 sind fur DNA 2/3 pg, fur pL 
8/3 |jg und fur das Polymer 0, 5, 10, 15 nmol (bezogen auf INF7) pro 200 |jl 
Gesamtvolu men . 

Komplementaktivierung durch PEI-DNA-Komplexe mit und ohne Copolymerhulle: 
Der Test wurde wie beschrieben durchgefuhrt. 

PEI (25 kD, Aldrich) - DNA-Komplexe wurden durch Vereinigung gleicher 
Volumina einer DNA-Losung (80 pg/ml in 20 mM HEPES pH 7.4) und einer PEI- 
Ldsung (83,4 pg/ml in 20 mM HEPES pH 7.4) hergestellt. Die DNA-Komplexe 
wurden zur Entfernung von uberschussigem, ungebundenen PEI drei mal 15 min 
bei 350 x g in Centricon-IOO-Filterrohrchen (Millipore) zentrifugiert, wobei 
zwischen Zentrifugationen jeweils mit in 20 mM HEPES pH 7.4 auf das 
ursprungliche Volumen aufgefullt wurde. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt 
wurde eine Stocklosung an DNA-Komplex erhalten, die einer DNA-Konzentration 
von 300 pg/ml entsprach. 182 pi dieser Losung wurden mit 20 mM HEPES pH 
7.4 auf 2520 pi verdunnt. Je 610 pi dieser Losung (entsprechend je 13,2 pg 
DNA) wurden zu Losungen von P6YE5C in je 277,6 pi 20 mM HEPES pH 7.4 
pipettiert. Die resultierenden Losungen wurden mit 5 M NaCI auf eine 
Salzkonzentration von 150 mM gebracht. Je 150 pi der resultierenden Losungen 
wurden in Spalte 1, A bis F, einer 96-Well-Platte transferiert. Die 
Verdunnungsreihe in GVB^*-Puffer wurde wie beschrieben durchgefuhrt (Plank et 
al. 1996). 

Ebenso wurden je 610 pi PEI-DNA-Komplex hoherer Konzentration (86 ng DNA 
pro pi) mit je 277,6 pi von Losungen des Polymers P3YE5C inkubiert. Die 
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Losungen enthielten 0, 1, 2 ,3 Ladungsaquivalente bezuglich der eingesetzten 
DNA an Peptid YE5C. Nach 15 min wurden je 27.45 [}\ 5 M NaCI zugefugt 
(resultierendes Gesamtvolumen 915 pi). Je 150 pi der resultierenden Losung 
wurden in Spalte 1, Reihen A bis F einer 96-Kalottenplatte transferiert (dies 
5 entspricht jeweils 8.6 jjg DNA und 9 |jg PEI). Die VerdCinnungsreihe in GVB^* 

und der weitere Versuchsvorgang wurde wie oben fur pL-DNA beschrieben 
durchgefuhrt. 

Das Ergebnis des Komplementaktivierungstests ist in Fig. 4 dargestellt: 

Komplementaktivierung durch Polylysin-DNA-Komplexe in Anwesenheit und 
Abwesenheit des Copolymers P6INF7. Der CH50-Wert bezeichnet eine 
bestimmte Serumverdunnung, die zur Lyse von 50 % der Schaferythrozyten in 
diesem Versuchsaufbau fuhrt. Der Wert CH50max bezeichnet jenen CH50-Wert. 
der mit unbehandeltem Humanserum erhalten. wird. im beschriebenen 
Versuchsaufbau wurde Humanserum mit Genvektoren inkubiert. Die CH50- 
Werte, die mit so behandeltem Serum erhalten werden, sind niedriger als 
CH50max, wenn die Vektoren die Komplementkaskade aktivieren. Die Daten sind 
in Prozent von CH50max gezeigt. Die starke Komplementaktivierung, die mit 
Polylysin-DNA-Komplexen beobachtet wurde, kann durch Hullpolymer P6INF7 
ganzlich unterbunden werden. 

Das Peptid INF7 selbst, in freier Form oder polymergebunden, ist ein schwacher 
Komplement-Aktivator Eingebaut in einen Polylysin-DNA-Komplex verschwindet 
diese Komplementaktivierung. 

Komplementaktivierung durch PEI-DNA-Komplexe (N/P = 8) in Gegenwart des 
Copolymers P3YE5C. Der ungeschutzte DNA-Komplex ist ein starker Aktivator 
des Komplementsystems. Das Copolymer P3YE5C vermindert die 
Komplementaktivierung in Abhangigkeit von der zugesetzten Menge an 
Copolymer, fuhrt jedoch im untersuchten Bereich nicht zu vollstandigem Schutz. 
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D) Dagegen schutzt Copolymer P6YE5C schon in kleinen zugesetzten Mengen 
vollstandig vor Komplementaktivierung. 

BEISPIEL 5: Erythrozyten-Lyse-Test 

5 

Der durchgefuhrte Test dient zur Untersuchung der Fahigkeit von Peptiden, naturliche 
Membranen pH-abhangig zu lysieren. 

Die in diesem Beispiel venA/endeten Erythrozyten wurden wie folgt erhalten: 10 ml 
10 frisches Blut wurde von Freiwilligen entnommen und sofort in 10 ml Alsevers Losung 
(Whaley 1985; Plank et al., 1996) aufgenommen. Aliquots von je 3 ml wurden 3 mal mit 
dem entsprechenden Puffer (je 40 ml Citrat bzw. HBS) gewaschen (nach Pufferzugabe 
und Schuttein Zentrifugation be! 2500 x g und Verwerfen des Oberstandes). Die 
Konzentration der Erythrozyten wurde mit einem "Extinktionskoeffizienten" von 2.394 x 
15 10"® ml/Zellen bei 541 nm bestimmt. Zur Herleitung des Extinktionskoeffizienten wurde 
die Zellzahl in einem Aliquot mit einer Neubauerkammer bestimmt und nachfolgend die 
Extinktion dieser Losung nach Zugabe von 1 pi 1 % Triton. X-1 00 bei 541 nm bestimmt. 

In einer 96-Kalotten-Platte wurden in Spalte 1 Aliquots von INF7 bzw. 
20 copolymergekoppelten INF7 (P6INF7) in 150 pl 10 mM Natriumcitrat pH 5 / 150 mM 

NaCI bzw. in HBS-Puffer vorgelegt (ubiicherweise 45 pmol Peptid). In alien anderen 
^ Vertiefungen wurden je 50 pi Puffer (Citrat bzw. HBS) vorgelegt. 100 pi wurden mit 

einer Mehrkanalpipette von Spalte 1 in Spalte 2 transferiert, durch Pipettieren gemixt. 

100 pi wurden von Spalte 2 in Spalte 3 transferiert usw. Die ubrigen 100 pi aus Spalte 
25 11 wurden verworfen. in Spalte 12 befand sich nur Puffer. Die resultierende 1.5-fache 

Verdunnungsreihe wurde mit je 50 pi Puffer (Citrat bzw. HBS) auf 100 pi aufgefullt. 

Daraufhin wurden je 3x10® humane Erythrozyten zugegeben, die Platten mit Parafilm 

abgedeckt und bei 400 rpm in einem Schiittelinkubator (Series 25 Incubator Shaker; 

New Brunswick Scientific Co.; NJ, USA) bei 37°C fur 1 h geschuttelt. Daraufhin wurden 
3 0 die Platten bei 2500 x g zentrifugiert, je 150 pi Uberstand in eine Flachboden-96- 

Kalottenpiatte transferiert und freigesetztes Hamoglobin bei 410 nm mit einem ELISA- 

Plate-Reader gemessen. 100 % Lyse wurde durch Zugabe von 1 pi 1 % Triton X-1 00 in 
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einzelne Vertiefungen aus Spalte 12 (vor Transferieren in die Flachbodenplatte) 
bestimmt, 0 % Lyse wurde aus unbehandelten Proben aus Spalte 12 bestimmt. 

Das Ergebnis des Erythrozyten-Lyse-Tests ist in Fig. 5 dargestellt: Peptid INF7 zeigte 
hohe pH-spezifische Aktivitat. Aus der Synthase des Copolymers P3INF7 wurden nach 
chromatographischer Auftrennung (Superdex 75, Pharmacia) vier Fraktionen 
(abnehmendes Molekulargewicht von 1 bis 4) gewonnen. Von diesen zeigten 
Fraktionen 2 und 3 gegenuber freiem Peptid INF7 hohere Lyseaktivitat. In alien Fallen 
war die Aktivitat streng pH-abhangig, d.h. keine Lyse bei neutralem pH (nicht gezeigt). 

BEISPIEL 6: Groftenbestimmung von DNA-Komplexen mittels dynamischer 
Lichtstreuung und Elektronenmikroskopie 

Herstellung von PEI-DNA Polyplexen und Aufbringen der Polymerhulle: Je 40 |jg DNA 
(pCMVLuc) in 333 pi 20 mM HEPES pH 7.4 wurden zu 41.7 pg PEI (25 kD, Aldrich) in 
333 pl HEPES pH 7.4 pipettiert und gemixt. Nach 10-15 min Inkubation wurden 0, 0.5, 
1, 1.5, 2 Oder 3 Ladungsaquivalente (bezuglich der Ladung der eingesetzten DNA) an 
Polymeren P3YE5C bzw. P6YE5C in je 333 pl HEPES zugesetzt (bzw. 0, 1, 2, 3 und 5 
Aquivalente in einem zweiten Experiment). Dies entspricht einer Menge bezogen auf 
das Peptid YE5C von 0, 152, 303, 455, 606 Oder 909 pmol an Polymer pro pg DNA. 
DOTAP/Cholesterin-DNA-Komplexe wurden aus DOTAP/Cholesterin (1:1 mol/mbl)- 
Liposomen in 330 pl 20 mM HEPES pH 7.4 und DNA im selben Volumen bei einem 
Ladungsverhaltnis von 5 hergestellt. Die Lipoplexe wurden mit 0, 1, 2, 3 und 5 
Aquivalenten des Copolymers P3YE5C in 330 pl Puffer inkubiert. Die endgultige 
DNA-Konzentration des Komplexes war 10 pg/ml. 

Die GroBe der DNA-Komplexe wurde einerseits durch dynamische Lichtstreuung 
(Zetamaster 3000, Malvern Instruments) sofort nach Polymerzugabe und dann zu 
verschiedenen Zeitpunkten uber mehrere Stunden hinweg bestimmt, andererseits durch 
Elektronenmikroskopie wie in Erbacher et al., 1998, und Erbacher et al., 1999, 
beschrieben. 
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Fig. 6 zeigt die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von PEI-DNA-Komplexen (N/P 
= 8) in Gegenwart des Copolymers P3YE5C. 

A) In Gegenwart eines Ladungsaquivaients (bezuglich der Ladungen der 
5 eingesetzten DNA) des Copolymers. Die PartikelgroBe betragt 20 bis 30 nm. 

B) In Gegenwart von zwei Ladungsaquivalenten des Copolymers. Die Mehrzahl der 
Partikel weist GroBen um 20 nm auf. Dies sind monomolekulare DNA-Komplexe, 
d.h. ein Plasmidmolekiil verpackt in ein Partikel. 

10 

C) In Gegenwart von 1,5 Ladungsaquivalenten des Copolymers nach Zugabe von 
BSA zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml und Inkubation uber Nacht. 
Copolymergeschutzte DNA-Komplexe bleiben stabil und aggregieren nicht, im 
Gegensatz zu ungeschutzten PEI-DNA-Komplexen, die unter diesen 

15 Bedingungen sofort prazipitieren (nicht gezeigt). 

BEiSPIEL 7: Bestimmung des Zetapotentials von DNA-Komplexen 

An den gleichen Proben wie in Beispiel 6 warden die Zetapotentiale mit dem Gerat von 
2 0 Malvern bestimmt, wobei die Parameter Brechungsindex, Viskositat und 

Dielektrizitatskonstante auf die Werte von deionisiertem Wasser eingestellt wurden, was 
' nur naherungsweise gelten kann. 

Fig. 7 zeigt das Zetapotential von PEI- und DOTAP/Cholesterin-DNA-Komplexen in 
25 Abhangigkeit von der Menge zugesetzten Copolymers P3YE5C. Das Zetapotential als 
Mali fur die Oberflachenladung der Komplexe nimmt von stark positiv uber neutral zu 
leicht negativ mit steigender Menge zugesetzten Copolymers ab. Dies zeigt, daB das 
Copolymer an die DNA-Komplexe bindet und deren elektrostatische Ladung ausgleicht 
bzw. abschirmt. 



BEISPIEL 8: Herstellung von DNA-Komplexen und Transfektionen 



FQr die in den nachfolgenden Beispielen durchgefuhrten Zellkultur- und 
Transfektionsexperimente wurden, wenn nicht anders angegeberi, die folgenden 
Materialien und Methoden venA/endet: 

a) Gentransfer in Zellkultur in einer 96-Well Platte 

Adharente Zellen werden am Tag vor der Transfektion in Flachboden-Platten zu 
20.000 - 30.000 Zellen pro Vertiefung ausgesat Qe nach Teilungsrate der Zellen. 
Wahrend der Transfektion sollte die Konfluenz etwa 70 - 80 % sein). 
Vor der Transfektion wird Mediurh abgesaugt. Zur Transfektion gibt man 150 |jl 
Medium auf die Zellen und gibt dann 50 pi DNA-Komplexe zu. 

b) Zusammensetzung der DNA-Komplexe: Vorzugsweise 1 pg DNA/well 
Endkonzentration; Berechnung fur 1.2-fache Menge; 20 pi Volumen pro 
Komponente (DNA, PEI, Polymer). SchlieBlich werden 50 pi DNA-Komplex fur 
die Transfektion venA/endet. Puffer: 20 mM HEPES pH 7.4/ 150 mM NaCI = HBS. 
Die verwendeten Volumina an Puffer bleiben gleich. 

Fur den Fall, dali man DNA-Komplexe fur 96 Einzelversuche benotigt, fuhrt man 
die Berechung zweckmafiig so durch, als wurde man 100 Einzelversuche 
durchfuhren: z.B. 

DNA: 1 pg X 100 X 1.2 = 120 pg in 20 x 100 pi HBS = 2 ml Gesamtvolumen. 
Polyethylenimin (PEI): Um ein N/P-Verhaltnis von 8 zu erzielen berechnet man 
gemafi der Formel 
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, _ (jigPEl) ^ 330 
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daS man 125.09 pg PEI benotigt und zwar in 20 x 100 pi = 2 ml HBS. 
Hujlpolymer: Will man z.B. fur die angegebene Menge DNA und PEI Hullpolymer 
in einer Menge von 2 Ladungsaquivaltenten (bezuglich DNA) einsetzen so 
berechnet sich nach der Formel 
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(jigPEl) 330 



111 (Hullpol.) = 1000 X 
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das benotigte Volumen an Hullpolymer bei einer Konzentration c von 11.1 pmol / 
ml als 

120 2 

Lil(HullpoL)-100Gx X = 65.5^x1, 

^ ^ ^ ^ 330 11.1 ^ 

die ebenfalls auf 2 ml mit HBS aufgefullt werden. 

5 Dies ist ein Beispiel fur 100 Versuche zu je 1 pg DNA. Oblicherweise werden 

etwa je 5 Versuche durchgefuhrt und z.B. N/P-Verhaltnisse von 4, 5, 6, 7, 8 mit 

jeweils 0, 1, 2, 3 Ladungsaquivalenten Hullpolymer untersucht. 

c) Mischen der DNA-Komplexe: 

10 Nach Herstellung der benotigten Vorverdunnungen wird DNA unter Vortexen zu 

PEI gegeben. Nach 15 min wird wiederum unter Vortexen Hullpolymer zum 
vorgefertigten PEI-DNA-Komplex gegeben. Nach weiteren 30 min werden je 50 
pi DNA-Komplexe zu den Zellen gegeben, die sich in je 150 pi Medium befinden. 
Die verwendeten Gefafie richten sich nach dem berechneten Gesamtvolumen. 

15 Im obigen Fall wird PEI zweckmaliig in einem 14 ml Polypropylen-Rohrchen (z.B. 

Falcon 2059) vorgelegt, die anderen beiden Komponenten in 6 ml-R6hrchen (z.B. 
Falcon 2063). Fur Einzelversuche im 96-Well-Plate kann man die Komponenten 
auch in einer 96-Well-Platte anmischen. Wenn das endgultige Gesamtvolumen 
der DNA-Komplexe 1 - 1.5 ml betragt, eignen sich Eppendorf-Tubes. Zum 

2 0 Mischen kann statt Vortexen mit der Mikropipette auf- und abpipettiert werden. 

) ; . . ■ 

^^i^^ Umrechnung auf 3 cm-Schalen (6-well plate): 

Fur 3 cm-Schalen (6-well plate) werden zweckmaBIg Mengen von 2 bis 5 pg 
DNA, Volumen je Komponente etwa je 100 pi eingesetzt, wobei die Berechnung 

25 analog zu oben erfolgt. Im 12-well plate werden zweckmalJig Mengen von ca. 1 

pg DNA je Versuch eingesetzt. 

Fig. 8 zeigt schematisch die Formulierung von DNA-Komplexen: Bevorzugt wird 
zuerst Polykation mit Plasmid-DNA inkubiert, was zu einem positiv geladenen 

3 0 DNA-Komplex fuhrt (z.B. PEI, N/P = 8). Dann wird negativ geladenes Copolymer 

zugesetzt. das elektrostatisch an den vorgeformten Komplex bindet. Das 



Copolymer kann mit Rezeptorliganden modifiziert sein, symbolisiert durch Sterne 
(rechts). 

d) Luciferin-Substratpuffer 

Als Luciferin-Substratpuffer wurde eine Mischung von 60 mM Dithiothreitol, 10 
mM Magnesiumsulfat, 1 mM ATP, 30 pM D (-)-Luciferin, in 25 mM Glycyl-Glycin- 
Puffer pH 7.8, verwendet. 

e) Proteinbestimmung in Zellysaten 

Den Proteingehalt der Lysate bestimmte man mit dem Bio-Rad Protein Assay 
(Fa. Bio-Ra): Zu 10 (il (bzw. 5 des Lysats warden 150 ^i! (bzw. 155 dest. 
Wasser und 40 |il Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat in eine Vertiefung 
einer durchsichtigen 96-Kalotten-Platte (Typ „fiat bottom", Fa. Nunc, Danemark) 
gegeben und be! 630 nm mit dem Absorbance-Reader „Biolumin 690" und dem 
Computer-Programm „Xperiment" (beide Fa. Molecular Dynamics, USA) die 
Absorption gemessen. Als Eichkurve wurden Konzentrationen von 50, 33.3, 22.3, 
15, 9.9, 6.6, 4.4, 2.9, 2.0, 1.3, 0.9 und 0 ng BSA / ^i! vermessen. Bovines Serum 
Albumin (BSA) wurde als Bio-Rad Protein Assay Standard II gekauft. Somit 
konnte insgesamt eine Angabe in pg Luciferase pro mg Protein gemacht werden. 

BEISPIEL 9: Gentransfer in K562-Zellen mit PEI(25 kD)-DNA-Komplexen in 
Gegenwart und Abwesenheit des Copolymers P3YE5C 

K562-Zellen (ATCC CCL 243) wurden in RPMI-1640-Medium unter Zusatz von 10 % 
PCS, 100 units/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin bei 37°C in 
einer Atmosphare von 5 % CO2 kultiviert. Die Zellen wurden am Abend vor der 
Transfektion mit Desferoxamin zu einer Endkonzentration von 10 pM versetzt. 
Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Je 50.000 Zellen in je 
160 pi Medium wurden in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte ausgebracht. 
Transferrin-PEI (hTf-PEI 25 kD) wurde im wesentlichen wie von Kircheis et al. 
beschrieben (Kircheis et al., 1997) durch reduktive Aminierung hergestellt. Es wurde ein 



Produkt erhalten, das durchschnittlich 1 .7 Transferrinmolekule pro PEI-Molekul 
gekoppelt hat. 

In einem Vorversuch wurde eine Zusammensetzung von hTf-PEI-Poiyplexen bestimmt, 
die hohe Transfektion ergibt und bei der ein deutlicher EinfluS des Rezeptorliganden 
feststellbar ist. 

32.4 |jg hTf-PEI (Mengenangabe bezieht sich auf hTf) in 600 pi HBS wurden mit 36 |jg 
PEI (25kD) in 600 |jI HBS vereinigt. Zu dieser Mischung wurden 40 |jg DNA (pCMVLuc) 
in 600 [jl HBS pipettiert und gemischt. Je 270 pi der resultierenden Losung wurden nach 
15 min zu je 90 [jI von Losungen des Polymers P3YE5C in HBS bzw. HBS alleihe 
gegeben. Diese Losungen enthielten Polymermengen, die 0/0.5/1/1.5/2/3 
Ladungsaquivalenten bezuglich der Ladung der eingesetzten DNA enthielten. 
GleichermaBen wurden DNA-Komplexe ohne hTf mit der aquivalenten Menge PEI 
hergestellt (40 pg DNA + 42 pg PEI + Hullpolymer). Je 60 pi der resultierenden 
Mischungen (entspricht einer Menge von je 1 pg DNA / well) wurden in je 
5 Vertiefungen einer Rundboden-96-Well-Platte vorgelegt und 50.000 K562 in je 160 pi 
RPMI-Medium wurden zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen durch Zentrifugation 
sedimentiert, der Uberstand durch Aspiration entfernt und je 100 pl Lysepuffer (250 mM 
Tris pH 7.8; 0.1 % Triton X-100) wurden zugegeben. Nach 15 min Inkubation wurde 
durch Pipettieren gemischt und je 10 pl Probe wurden zum Luciferasetest im 96-well- 
plate-Format in eine schwarze Platte (Costar) transferiert und mit je 100 pl Luciferin- 
Substrat-Puffer versetzt. Die Messung der resultierenden Lichtemission erfolgte mittels 
Microplate Scintillation & Luminescence counter „Top Count" (Fa. Canberra-Packard, 
Dreieich). Die MeSzeit betrug 12 Sekunden, die MeSverzogerung war 10 min. und 
Hintergrund-Werte wurden automatisch abgezogen. Als Standard wurden je 100, 50, 
25, 12.6, 6.25, 3.13, 1.57, 0.78, 0.39, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.013, 0.007 und 0 ng 
Luciferase (Boehringer Mannheim) in je 10 |al Lysepuffer (= 2-fache Verdunnungsserie) 
unter gleichen Bedingungen gemessen und daraus eine Eichkurve erstellt. 

Fig. 9 zeigt das Ergebnis der Gentransferexperimente mit PEI-DNA-Komplexen (N/P = 
8) in K562-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von Transferrin als Rezeptorligand 
unter Zusatz des Copolymers P3YE5C. Das Copolymer interferiert nicht mit Gentransfer 
und steigert diesen sogar, wenn ein Rezeptorligand im DNA-Komplex vorhanden ist 
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Gezeigt ist die Expression des Reportergens Luciferase bezogen auf die Menge 
Gesamtprotein im Zellextrakt (Mittelwerte und Standardabweichungen aus Triplikaten). 

BEISPIEL 10: Transfektion der Brustkrebszellinie MDA-MB435S mit Polyiysin- 
5 DNA-Komplexen in Gegenwart und Abwesenheit des Hullpolymers P3INF7 

MDA-MB435S Zellen (ATCC?? humane Brustkrebs-Zellinie) wurden in DMEM-Medium 
unter Zusatz von 10 % FCS, 100 units/ml Penicillin, 100 \jg/m\ Streptomycin und 2 mM 
Glutamlne bei 37°C in einer Atmosphare von 5 % CO2 kultiviert. Am Abend vor der 

10 Transfektion wurden die Zellen zu 20.000 Zellen pro Vertiefung in 96-Well-Platten 

^ , (Flachboden) ausgebracht. 

Die DNA-Komplexe wurden wie folgt hergestellt: 

Berechnung fur 1 Well: Zu erzielende Menge ist 1 |jg DNA pro Well, 4 pg pL170 in 
einem Gesamtvolumen von 60 pi HBS. Diese Mengen wurden mit 1 .2 multipliziert. Die 

15 DNA-Komplexe wurden wie in folgender Tabelle angegeben gemixt, wobei zuerst DNA 
zu Polylysin gegeben wurde und dies wiederum nach 15 min zu Polymer P3INF7 bzw, 
zum Puffer. Die Versuche wurden in Triplikaten ausgefuhrt. Je 60 pl DNA-Komplexe 
wurden zu Zellen, bedeckt von 150 pl Medium gegeben. Nach 4 h wurde Medium 
gewechselt, nach 24 h wurde nach Waschen mit PBS und Zugabe von 100 pl 

20 Lysepuffer der Luciferasetest und der Proteintest wie in Beispiel 9 beschrieben 
durchgefuhrt. 
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Fig. 10 zeigt das Ergebnis der Gentransferexperimente mit Polylysin-DNA-Komplexen 
in die humane Brustkrebszellinie MDA-MB435S in Gegenwart und Abwesenheit des 
Copolymers P3INF7. In Abwesenheit des Copolymers tritt keine meUbare 
Reportergenexpression auf. Die pH-abhangig membranzerstorende und somit 
endosomolytische Aktivitat des Copolymers bewirkt effizienten Gentransfer. 5 nmol 
bzw. 10 nmol P3INF7 beziehen sich auf die Menge des eingesetzten, 
polymergebundenen Peptids INF7. 

BEISPIEL 11: Lipofection in Gegenwart von Hullpolymeren (Fig. 11) 

NIH3T3-Zellen (ATCC CRL 1658) wurden in DMEM-Medium unter Zusatz von 10 % 
FCS, 100 units/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamine bei 37°C in 
einer Atmosphare von 5 % CO2 kultiviert. 

Am Abend vor der Transfektion in 6-Well-Plates in einer Dichte von 500.000 Zellen pro 
Vertiefung ausgebracht. 

Herstellung von DNA-Komplexen: 

16 |jg DNA in 240 pi 20 mM HEPES pH 7.4 wurden mit einer Losung von 242 nmol 
DOTAP/Cholesterin-Liposomen in 240 |jl des gleichen Puffers versetzt. Dies ergibt ein 
Ladungsverhaltnis (V.) von 5. 210 pi der resultierenden Losung wurden zu 105 pi einer 
Losung pipettiert, die 6,36 nmol des Polymers P3YE5C enthielt (bezogen auf deh 
Peptidanteil YE5C; dies entspricht 3 DNA-Ladungsaquivalenten). Fur den 
Kontrollversuch wurden 210 pi DOTAP/Cholesterin-DNA zu 105 pi 20 mM HEPES 
pH 7.4 pipettiert. Je 90 pi der resultierenden DNA-Komplexe wurden den Zellen 
zugegeben, die sich in 800 pi frischem Medium befanden; dies entspricht 2 pg DNA pro 
Vertiefung. Die Versuche wurden in Triplikaten ausgefuhrt. 

Gleicherma(2)en wurde der Versuch mit Lipofectamine™ anstatt DOTAP/Cholesterin 
durchgefuhrt. In diesem Falle wurde eine Menge von Lipofectamin (DOSPA) eingesetzt, 
die zu einem Ladungsverhaltnis von 7 (Y) fuhrt. 
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30 min nach Zugabe der DNA-Komplexe wurden den Zellen je 1 ml frisches Medium 
zugefugt, nach 3 h weitere 2 ml. Das Medium wurde nicht gewechselt. 22 h nach 
Komplex-Zugabe wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 500 |j| Lysepuffer 
lysiert. Aliquots des Zellysats wurden im Luciferasetest und zur Proteinbestimmung 
eingesetzt. 

Fig. 11 zeigt das Ergebnis der Lipofection in NIH3T3-Zellen in Gegenwart und 
Abwesenheit des Copolymers P3YE5C. Weder die Transfektion mit 
DOTAP/Cholesterin-DNA noch jene mit Lipofectamin wird signifikant erniedrigt (3 
Ladungsaquivalente des Copolymers; DOTAP/Cholesterin-DNA hat bei dieser 
Zusammensetzung ein neutrales Zetapotential, s. Fig. 7). 

BEISPIEL 12: Transfektion von HepG2-Zellen mit DOTAP/Cholesterin-DNA und 
PEI-DNA in Gegenwart und Abwesenheit von P6YE5C 

HepG2-Zellen (ATCC HB 8065) wurden in DMEM-Medium unter Zusatz von 10 % FCS, 
100 units/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamine bei 37°C in einer 
Atmospliare von 5 % CO2 kultiviert. 

Zwei Tage vor der Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Plates in einer Dichte von 
500.000 Zellen pro Vertiefung ausgebracht. Die Transfektion mit DOTAP/Cholesterin 
erfolgte exakt. wie oben fiir NIH3T3-Zellen beschrieben, wobei diesmal Polymer 
P6YE5C venA/endet wurde. Welters wurden 7 pg DNA in 105 pi HEPES-Puffer zu 7,3 
pg PEI 25 kD gelost im gleichen Volumen pipettiert. Nach 15 min Inkubation wurde 
diese Losung zu 105 pi einer Losung des Polymers P6YE5C pipettiert. die 3 DNA- 
Ladungsaquivalente an YE5C enthielt. Je 90 pi dieser Losung wurden den Zellen 
zugegeberi. Die Versuche wurden in Triplikaten ausgefuhrt. 

Fig. 12 zeigt den Gentransfer in HepG2-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit des 
Copolymers P6YE5C. Transfektion durch DOTAP/Cholesterin-DNA wird nicht 
signifikant inhibiert. Die Transfektion durch PEI-DNA-Komplexe wird erniedrigt (3 
Ladunsaquivalente des Copolymers), 



BEISPIEL 13: Intravendser Gentransfer in vivo 

a) Kontrolle (PEI-DNA, N/P = 8): 

150 Mg DNA (pCLuc) in 337.5 |jI 20 mM HEPES pH 7.4 wurden zu 156.4 pi PEI 
(25 kD, Aldrich) im gleichen Volumen HEPES-Puffer pipettiert. Nach 15 min 
wurden 75 pi 50 % Glucose zugegeben. Von dieser Losung wurden je 100 pi in 
die Schwanzvene von Mausen injiziert (entsprechend einer Dosis von 20 pg 
DNA pro Tier). 

b) Kontrolle (DOTAP/Cholesterin-DNA; Ladungsverhaltnis = 5): 
DOTAP-Cholesterin-Llposomen wurden nach Standardvorschrift hergestellt 
(Barron et al., 1998). In diesem Fall wurden Liposomen mit einem molaren 
Verhaltnis DOTAP zu Cholesterin von 1:1 hergestellt und einer Endkonzentration 
von DOTAP von 5 mM in 5 % Glucose. 130 pg DNA in 91.1 pi 20 mM HEPES pH 
7.4 wurden zu 393.5 pi Liposomensuspension gegeben. Nach 15 min wurden 65 
pi 50 % Glucose zugegeben. Von dieser Losung wurden je 100 pi in die 
Schwanzvene von Mausen injiziert (entsprechend einer Dosis von 20 pg DNA 
pro Tier). 

c) PEI-DNA (N/P = 8) mit Copolymerhulle: 

150 pg DNA in 2475 pi wurden zu 156.4 pg PEI (25 kD) im gleichen Volumen 
unter Vortexen zugegeben. Nach 15 min wurden 3 Ladungsaquivalente 
(bezuglich der Ladijngen der eingesetzten DNA-Menge) an Polymer P3YE5C in 
2475 pi HEPES-Puffer unter Vortexen zugegeben. Nach weiteren 30 min wurden 
die DNA-Komplexe durch Zentrifugation in Centricon 30-Rohrchen auf eine DNA- 
Konzentration von 454 pg/ml aufkonzentriert. Diese Losung wurde dann unter 
Zugabe von 50 % Glucose und 20 mM HEPES pH 7.4 auf eine Endkonzentration 
von 200 pg DNA pro ml und 5 % Glucose gebracht. Von dieser Losung wurden 
je 100 pi in die Schwanzvene von Mausen injiziert (entsprechend einer Dosis von 
20 pg DNA pro Tier). 
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d) DOTAP/Cholesterin-DNA (5:1) mit Copolymerhulle: 393.9 pi 
Liposdmensuspension wurden direkt zu einer Losung von 130 |jg DNA in 65.3 pi 
Wasser pipettiert. Nach 15 min wurden 3 Ladungsaquivalente P3YE5C in 
216.9 |jl HEPES-Puffer zugegeben und nach weiteren 30 min 75 |jl 5 % Glucose. 
Von dieser Losung wurden je 115.5 [jI in die Schwanzvene von Mausen injiziert 
(entsprechend einer Dosis von 20 pg DNA pro Tier). 

Fig. 13 zeigt das Ergebnis der in vivo Gentransferexperimente: PEI-DNA- bzw. 
DOTAP/Cholesterin-DNA-Komplexe mit Oder ohne gebundenes Copolyrher P3YE5C (3 
Ladungsaquivalente) wurden in die Schwanzvene von Mausen injiziert (n = 6). Die Tiere 
wurden 24 h nach Injektion geopfert, und die Reportergenexpression in Organen wurde 
bestimmt. Die hochste Aktivitat wurde jeweils an der Injektionsstelle gemessen, mit PEI- 
DNA-Copolymer trat signifikante Reportergenexpression in Lunge und Herz auf. 
wahrend Gentransfer in die Lunge durch DOTAP/Cholesterin-DNA bei Anwendung des 
Copolymers inhibiert wurde. 

BEISPIEL 14: Sterische Stabilisierung von PEI-DNA-Komplexen 

PEI-DNA-Komplexe wurden exakt wie in Beispiel 6 beschrieben hergestellt (PEI-DNA, 
N/P = 8, 0/1.5/3 Ladungsaquivalente Copolymer P3YE5C bzw. P6YE5C). Die GroRe 
der Komplexe wurde mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmt und betrug 20 bis 30 
nm. Daraufhin wurde 5 M NaCI zu einer Endkonzentration von 150 mM zugegeben. 
PEI-DNA ohne Copolymer aggregierte sofort (nach 5 min war eine Population von 
Partikein >500 nm zu messen; nach 15 min war die Mehrzahl der Partikel >1000 nm; 
uber Nacht fielen die Komplexe aus der Losung aus). In Gegenwart von P3YE5C bzw. 
P6YE5C (1,5 Oder 3 Ladungsaquivalente) blieb die PartikelgroSe zumindest uber 3 
Tage stabil. 

Ebenso fuhrte die Zugabe von BSA zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml zu 
sofortiger Prazipitation von PEI-DNA. In Gegenwart von P3YE5C bzw. P6YE5C (1,5 
Ladungsaquivalente und mehr) bleibt die PartikelgroBe zumindest uber 24 h konstant 
(siehe auch Fig. 6c). 
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BEISPIEL 15: Herstellung von Kollagenschwammen, die mit COPROGs 
(copolymer-protected gene vectors) beladen sind 

Je 500 |jl einer Plasmid-DNA-L6sung (codierend fur Luciferase unter der Kontrolle des 
CMV-Promotors; Konzentration 0.5 mg/ml in Wasser) wurden je 500 pi einer 
5 Polyethylenlmin-Losung (25 kD; Aldrich; 521 |jg/ml in Wasser) mit einer Mil<ropipette 
zugegeben und rasch durch Aufziehen und Ausblasen der Pipette gemischt. Die 
resultierende Vektorsuspension wurde 500 pi einer wassrigen Losung des PROCOP 
("protective copolymer") P6YE5C zugegeben und durch rasches Pipettieren gemischt. 
Die PROCOP-Losung enthielt je zwei Ladungsaquivalente P6YE5C. Die 

10 Ladungsaquivalente beziehen sich auf den Quotienten der (negativen) Ladung im 
PROCOP und der negativen Ladung der DNA. Die Menge in nmol an einzusetzendem 

; ^ PROCOP berechnet sich nach der Formel 

PROCOP(nmol)= x CE 

^ ^ 330 

Die Menge in Mikrolitern an einzusetzendem PROCOP berechnet sich nach 
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330 cpRocop{mM) 



wobei CE die Ladungsaquivalente ("charge equivalents") an PROCOP bedeutet und 
CpRocop die Konzentration des Copolymers ist. Die Konzentration dais Polymers wird 
anhand der Konzentration der (negativen) Ladungen des (anionischen) Peptids im 
Polymer angegeben, welche wiederum durch photometrische Bestimmung der 

>20 Peptidkonzentration basierend auf der Extinktion des Tyrosins im Peptid bestimmt wird. 
Die resultierenden wassrigen Vektorsuspensionen wurden vereinigt. Je 3 ml 
Vektorsuspension wurden pro 4.5 x 5 cm Tachotop-Schwamm mit einer Mikropipette 
aufgetraufelt (der kommerziell erhaltliche Schwamm wurde vorher unter der Sterilbank 
auf diese Grolie zurechtgeschnitten, gewogen und in sterilen Glaspetrischalen 

25 vorgelegt). Nach zwei bis drei Stunden Inkubation be! Raumtemperatur wurden die 
Petrischalen in einem Lyophilisator (Hetosicc CD4. Fa. Heto) kurzzeitig einem Vakuum 
ausgesetzt, gefolgt von plotzlicher Beluftung der Vakuumkammer ("vacuum loading"). 
Dies fuhrt dazu, dass die Luftblasen im Schwamm beseitigt werden und sich der 
Schwamm zur Ganze mit Flussigkeit fullt. Nach insgesamt 4 Stunden Inkubation 

3 0 wurden die Schwamme in den Petrischalen im Lyophilisator ohne vorheriges Gefrieren 



uber Nacht getrocknet. Die Schwamme wurden dann bis zur Implantation in 
Versuchstiere in den mit Parafilm verschlossenen Petrischalen bei 4"C gelagert. 

BEISPIEL 16: Hersteliung von Kollagenschwammen, die mit heri^ommlichen 
Genvektoren beladen sind 

(a) Beladung mit nackter Plasmid-DNA 

Auf einen 4.5 x 5 cm Tachotop-Schwamm wurden unter sterilen Bedingungen 
500 jjg Plasmid-DNA (pCMVLuc), gelost in 5 ml 5 % Glucose, aufpipettiert. Dies 
entspricht ca. 20 pg DNA pro cm^. Nach 24 h Inkubation bei 4 "^C wurde der 
Schwamm gefriergetrocknet (Lyophilisator Hetosicc CD4, Fa. Heto, Vakuum < 10 
pbar) und steril in Stucke von ca. 1,5 x 1,5 cm geschnitten. Ein solches 
Schwammstuck entspricht also einer Beladung von ca. 45 pg DNA. 
Solche Praparate wurden wie in Beispiel 19 zum Gentransfer in vitro eingesetzt. 
Fig. 15 zeigt eine von Anbeginn niedrige Reportergenexpression, die nach kurzer 
Zeit nicht mehr nachweisbar ist. 

(b) Polyethylenimin / DNA Schwamme 

Vorbehandlung von PEI und Bildung von DNA-Komplexen: 

PEI (25 kD Molekulargewicht) wurde in sterilem Aqua Dest. oder in HBS-Puffer 
gelost und durch Zugabe von 80 pi konzentrierter Salzsaure pro 100 mg PEI 
neutralisiert. Diese Losung wurde mittels Centrion 30 Concentrators (Fa. Amicon- 
Millipore) oder mittels Dialyse (AusschluRgrenze 12-14 kD) von 
niedermolekularen Komponenten befreit. Die Konzentration der Losung wurde 
mittels Ninhydrintest, bei dem die primaren Amine quantifiziert werden, bestimmt. 
Zur Bildung von DNA-Komplexen wurden gleiche Volumina von Losungen von 
pDNA und PEI vereinigt. Unter Schuttein wurde DNA der PEI-Losung zugesetzt. 
Die Menge von PEI wurde so gewahit, dafJ sich Stickstoff-zu-Phosphat- 
Verhaltnisse (N/P-Verhaltnis) von 8:1 bzw. 10:1 ergaben. Dieses Verhaltnis ist 
das molare Verhaltnis von Stickstoff-Atomen im PEI zu den Phosphaten (= 
negative Ladungen) der Nucleotide der DNA. 
Berechnung: 



43 (ixgDNA) 

(330 = mittleres MW eines Nucleotids; 43 = MW der sich wiederholenden 
Grundeinheit von PEI unter Berucksichtigung der primaren Amine). 

Beladung der Schwamme mit PEI / DNA-Komplexen: 

Auf 4.5 X 5 cm groSe Tachotop- oder Resorba-Schwamme wurden 5 ml PEI / 
DNA-Komplex-Losungen mit 250 pg, 375 |jg oder 500 [jg DNA und N / P- 
Verhaltnissen von 8 oder 10 aufpipettiert. Die 250 [sg DNA pro 4.5 x 5 cm 
entsprechen 10 pg DNA pro cm^, die 375 pg DNA auf 4.5 x 5 cm entsprechen 15 
pg DNA pro cm^ und die 500 pg DNA auf 4.5 x 5 cm entsprechen 20 pg DNA pro 
cm^. Nach 24 h Inkubation bei 4 °C wurden die Praparate gefriergetrocknet und 
steril in ca. 1,5 x 1,5 cm Stucke zerschnitten (entsprechend 22,5 pg, 34 pg oder 
45 pg DNA). 

Solche Praparate wurden wie in Beispiel 1 9 zum Gentransfer in vitro eingesetzt. 
Fig. 15 zeigt hohe Genexpression. Die Genexpression wurde uber mehrere 
Wochen verfolgt. Dabei wurde eine Zunahme der Expression am Schwamm 
beobachtet (nicht gezeigt). 

Liposomen / DNA-Schwamme 

Herstellen von kationischen Liposomen aus DOTAP-Pulver: 
In einem silanisierten 15 ml Reagensglas mit SchraubverschluR wurde eine 5 
mM DOTAP / Chloroform-Losung hergestellt. Mit einem Rotationsverdampfer 
(Rotavapor-R, Firma Buchi, Schweiz) wurde das Chloroform abgedampft, so daU 
sich an der Rohrchen-lnnenwand ein gleichmaUiger Lipidfilm bildete. Der 
Rotationsverdampfer wurde mit Argon-Gas beluftet, um Sauerstoff 
auszuschlieBen. Das Rohrchen wurde uber Nacht in das Vakuum des 
Lyophilisators gestellt. Der Lipidfilm wurde daraufhin mit 15 ml einer 5 % 
Giucoselosung rehydriert, wobei zuerst etwa 30 Sekunden gevortext wurde und 
dann 30 min mit Ultraschall (Sonifikator: Sonorex RK 510 H, Fa. Bandelin) 
behandelt wurde, wobei eine stabile Liposomensuspension entstand. 



Herstellung von DOTAP-Lipoplexen: 
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Fur einen 4.5 x 5 cm Schwamm werden 222 |Lig DNA benotigt, um 20 |ag DNA auf 
1,5 X 1,5 cm zu erhailten. Das Ladungsverhaltnis (V.) sollte 5:1 sein, wobei die 
positiven Ladungen vom DOTAP und die negativen Ladungen von der DNA 
kommen. 222 |Lig DNA entsprechen 0,67 famol negative Ladungen. In einem 
Polystyrol-Rohrchen wurden 3,35 jumol DOTAP-Liposomen mit 5 % Glucose- 
L6sung auf ein Volumen von 2,5 ml aufgefiillt. Dazu wurden 222 ing DNA, 
ebenfalls in 2,5 ml 5 % Glucose-Losung, unter leichtem Schuttein gegeben. 

Applikation von DOTAP-Lipoplexen auf den Schwamm: 

5 ml der oben hergestellten Liposomen / DNA-Losung wurden unter sterilen 
Bedingungen gleichmaSig auf einen 4.5 x 5 cm Tachotop-Schwamm pipettiert. 
Nach 24 h Inkubation be! 4 °C wurde der Schwamm lyophilisiert und 
anschlieliend in 1,5 x 1,5 cm Stucke geschnitten. 

DNA / DOTAP-Schwamme 

Auf einen 4.5 x 5 cm Tachotop-Schwamm wurden 500 |jg DNA (pCMVLuc) in 5 
ml 5 % Glucose-Losung steril aufpipettiert, 24 h bei 4 °C inkubiert und dann 
lyophilisiert. Dies entspricht 20 pg DNA pro 1 x 1 cm bzw. 45 pg DNA pro 1,5 x 
1,5 cm. 

In einem Vorversuch wurde durch Aufbringen einer 0,01 % Methylvioiett- 
Chloroform-Losung auf einen Kollagenschwanim gezeigt, dafi die gesamte 
Schwammstruktur von der Losung gleichmaUig benetzt wurde. Daraus wurde 
geschlossen, daS dies auch fur eine Lipidlosung in Chloroform moglich sein 
sollte. Das angestrebte Ladungsverhaltnis sollte 5 sein. Fur 500 pg DNA ergibt 
das eine Menge von 7,6 |jnnol DOTAP. Dementsprechend wurden 5 ml einer 1 
mg/ml DOTAP-Chloroformlosung auf den Schwamm aufgebracht. AnschlieBend 
wurde der Schwamm bei -20 °C inkubiert dann uber Nacht bei Raumtemperatur 
(damit das Chloroform verdampfen konnte) und steril in ca. 1,5 x 1,5 cm Stucke 
geschnitten. 
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(e) DOTAP / DNA-Schwamme 

Das angestrebte Ladungsverhaltnis war wiederum 5:1. Auf einen 4.5 x 5 cm 
Tachotop-, Tissu Vlies- bzw. Resorba-Schwamm wurden 5 ml einer 1 mg 
DOTAP / ml-Losung in Chiorofrom aufpipettiert, ca. 1 h bei -20°C inkubiert und 
5 bei Raumtemperatur das Chloroform uber Nacht verdampft. Pro 4.5 x 5 cm 

Schwamm wurden 500 |jg DNA (pCMVLuc) in 5 ml 5 % Glucose-Losung 
aufpipettiert, 24 h bei 4 °C inkubiert und anschlieBend lyophilisiert. Dies 
entsprlcht 20 pg DNA pro cm^. 

10 (f) DOTAP-Cholesterin / DNA-Schwamme 

Das angestrebte Ladungsverhaltnis (*/.) war wieder 5:1, die angestrebte 
Belegung mit DNA 20 pg pro cm^. Es wurden also 5 mg DOTAP und 2,95 mg 
Cholesterin (das sind je 305 nmol) in je 2,5 ml Chloroform gelost und 
anschliellend vereinigt. Diese Losung wurde auf einen 4.5 x 5 cm Tachotop- 
15 Schwamm aufpipettiert, 1 h bei -20 °C inkubiert und das Chloroform bei 

Raumtemperatur verdampft. 500 pg DNA (pCMVLuc) in 5ml 5 % Glucose- 
Losung wurden auf den 4.5 x 5 cm-Schwamm pipettiert, 24 h bei 4 ""C inkubiert 
und lyophilisiert. Der Schwamm wurde dann in 1 ,5 x 1,5 cm-Stucke geschnitten. 

20 Variante: 

Es wurden 180 ml einer Losung von DOTAP.Choiesterin = 1:0.9 von einer 
Konzentration von 2 mM Gesamtlipid in Chloroform hergestellt. Tachotop- 

< ' Schwamme (Nycomed) wurden halbiert (= 4.5 x 5 cm) und in je 30 ml dieser 

Losung in einem 50 ml Polypropylenrohrchen mit SchraubverschluR eingelegt 

25 und insgesamt 2 Stunden am Schuttelinkubator inkubiert. Zwischendurch wurden 

die Rohrchen mit geoffnetem Deckel kurzzeitig im Lyophilisator leicht evakuiert 
("vacuum loading"), sodass sich die Schwamme ganzlich mit der 
Chloroformlosung durchtrankten. Die Schwamme wurden schlieSlich aus dem 
Chloroformbad in Glas-Petrischalen gelegt und im Vakuum uber Nacht 

30 getrocknet. 500 pg DNA (pCMVLuc) in 5ml 5 % Glucose-Losung wurden pro 4.5 

x 5 cm-Schwamm aufgetraufelt, 4 h bei Raumtemperatur inkubiert und 
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lyophilisiert. Der Schwamm wurde dann in 1,5 x 1,5 cm-Stucke geschnitten. 
Solche Praparate wurden wie in Beispiel 19 zum Gentransfer in vitro eingesetzt. 
Dabei wird anfanglich hohe Expression von Zellen in der Kulturschale 
beobachtet, die schnell abnimmt, wahrend die Expression am Schwamm 
gleichbleibt und dann lange erhalten bleibt. Fig. 15 

DNA / PEI-SH-SPDP-Schwamme 

(i) Kovalente Bindung von PEI an Schwamme: 

0,5 ml einer 15,5 mM SPDP-Losung in abs, Ethanol wurden zu 2 ml 0,1M 
HEPES pH = 7,9 gegeben, gemischt, auf 4.5 x 5 cm Tachotop-Schwamme 
pipettiert und uber Nacht bei 37*^0 inkubiert. Die Amino-Gruppen von 
Lysinen im Kollagen reagieren dabei in einer nucleophilen Substitutions- 
Reaktion mit der Carboxylgruppe des aktivierten Esters im SPDP. 
Mit Aqua dest. wurde von den Schwammen (in 14 ml Falcon-Rohrchen, 
Fa. Becton Dickinson, USA) das ungebundene SPDP quantitativ 
ausgewaschen, bis im Uberstand zwischen 200-400 nm photometrisch 
keine Absorption mehr zu messen war. Anschlieliend wurden die 
Schwamme lyophilisiert und in ca. 1,5 x 1,5 cm Stucke geschnitten. Die 
Schwammstucke wurden gewogen (mit einer MC 1 research Waage, Fa. 
Sartorius, Gottingen). Zur Bestimmung der gekoppelten Menge SPDP 
wurde ein Schwammstuckchen mit 2 ml HBS und 3 |a,l p-Mercaptoethanol 
inkubiert. Das dabei freiwerdende Thiopyridon wurde photometrisch bei 
342 nm bestimmt (s = 8080 I / mol). Die Belegung berechnet sich nach: 

_ , EuiX Vohmi)X 10^ 

Belegunginmol / mg) = ; 

S(i I mo/) X Gewichtimg) 

Durchschnittlich war die Belegung etwa 20 nmol SPDP / mg Kollagen. Es 
wurden aber auch Schwamme mit 0,45 nmol SPDP / mg Kollagen 
prapariert. 



(ii) Derivatisierung von PEI mit Iminothiolan (Trauf s Reagens). 
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Um PEI uber eine Disulfidbindung ans SPDP und somit an den Schwamm 
kovalent binden zu konnen, muS in PEI eine Tliiolgruppe eingefuhrt 
werden. Dies erfolgte durch Kopplung von 2-lminothiolan an PEI. 
PEI wurde unter Argonspulung mit eihem zweifachen molaren OberschuB 
Iminothiolan versetzt. Es wurde 1/15 Volumen 1 M HEPES pH= 7,9 
zugegeben und anschlieliend erfolgte die Reaktion be! Raumtennperatur 
fur ca. 20 min. Uberschussiges Reagens wurde durch mehrmalige 
Zentrifugation in Centricon 30-R6hrchen abgetrennt. Die freien 
Thiolgruppen am PEI wurden mittels Elman-Reagens bestimmt. 



(iii) Kopplung des PEI-lminothiolanderivats an SPDP-Kollagenschwamme 
Zu den SPDP-Schwammstucken wurde ein 5-10 facher OberschuB 
(bezuglich des Verhaltnisses der freien Thiolgruppen am PEI zu den 
Thiopyridylgruppen am Schwamm) PEI gegeben. Nach 7 Tagen be! 

15 Raumtemperatur war die Reaktion beendet. Dies wurde durch 

photometrische Bestimmung der Extinktion bei 342 nm festgestellt. 1 00 % 
des SPDP am Schwamm hatten mit PEI-SH reagiert. 
Die Menge gekoppelten Polyethylenimins berechnet sich zu: 

Vohn,l)X 10^ 

Belegunginmoi / mg) = ; 

e(i/moi)xGewicht{mg) 

20 Die Schwamme wurden solange in Wasser gewaschen, bis im Uberstand 

; , bei 342 nm keine Extinktion mehr zu messen war. Dann wurden sie 

gefriergetrocknet. 

(iv) Applikation von DNA auf PEI-SH-SPDP-Schwamme 

25 20 |Lig DNA (pCMVLuc) in 500 ^il 5 % Glucose-Losung wurden je 1,5 x 1,5 

cm Schwammstuck aufpipettiert, 24 h bei 4°C inkubiert und dann 
lyophilisiert. 
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(v) DNA / Peptid-SPDP-Schwamme 

Schwamme wurden wie beschrieben mit SPDP beladen. Eine 
durchschnittliche Belegung von 20 nmol SPDP / mg Kollagen wurde 



56 



erzielt. Es wurden aber auch Schwsimme mit 12,8 nmol SPDP / mg 
Kollagen hergestellt. Peptid SF07-SH mit der Sequenz (KKKK)2KGGC 
wurde in zweifachem molarem Oberschuli uber die SPDP-Gruppen in 300 
|jl 0,1 M HEPES pH = 7,9 auf den Schwamm aufgebracht. Die Reaktion 
erfolgte in einenn 14 ml Falcon-Roiirchen, wobei der Luftraum des 
Rohrchens kurz mit Argon gespult wurde. Nach 2 Tagen bei 
Raumtemperatur war die Reaktion zu 60 % abgeschlossen. Dies stellte 
man durch Bestimmung der Extinktion bei 342 nm des Uberstandes fest 
(Bestimmung freigesetzten Thiopyridons). Die Berechnung der Menge 
gebundenen Peptids erfolgte wie fur PEI beschrieben. 
Die Peptid-SPDP-Schwamme wurden noch solange mit Aqua dest. 
gewaschen, bis im Waschuberstand keine Extinktion bei 280 nm mehr 
meRbar war. AnschlieSend wurden sie gefriergetrocknet. 

(vi) Aufbringen von DNA auf Peptid-SPDP-Schwamme 

20 |Lig DNA (pCMVLuc) in 500 ^il 5 % Glucose-Losung wurden je 1,5 x 1,5 
cm Schwammstuck aufpipettiert, 24 h bei 4 °C inkubiert und dann 
lyophilisiert. 

BEISPIEL 17: Subcutane Implantation in Wistar Ratten und Bestimmung der 
Reportergenexpression 

(a) Versuchstiere 

Als Versuchstiere werden 7 zwei Monate alte, mannliche Wistar-Ratten (Charles- 
River Deutschland GmbH, Sulzfeld) mit Korpergewicht von 300-400g verwendet. 
Die Ratten leben gruppenweise in Makrolon-Typ-4-Kafigen mit einer maximalen 
Belegdichte von 5 Tieren. Den Tieren stehen Alleinfutterpellets fur Ratten und 
Mause „Altromin 1324, Haltungsdiat fur Ratten und Mause" der Fa. Altromin, 
Lage/Lippe, Deutschland, und Wasser aus Nippeltranken ad libitum zur 
Verfugung. Die Haltung erfolgt auf entkeimtem und entstaubtem 
Weichholzgranulat (Fa. Altromin), das zweimal wochentiich gewechselt wird. Die 
Tiere sind gemali den Vorgaben zur Versuchstierhaltung in speziellen 
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Tierhaltungsraumen einer konventionellen Tierhaltung bei einer Raumtemperatur 
von 20-25°C mit gleichbleibendem Luftwechsel untergebracht. Die relative 
Luftfeuchte betragt 60 % -70 %. Beleuchtung: jeweils 12 Stunden dauernde Hell- 
Dunkel-Phase. Die Lichtintensitat betragt 50-100 lux. Die Tiere befinden sich 
mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn im institutseigenen Tierstall und 
werden vor der OP nicht nuchtern gesetzt. 
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(b) Schwammimplantation 
(i) Materialien: 

♦ Narl<osegerat (MDS l\/latrx-Narkosegerat) mit Isofluran (Abbot GmbH, 
Wiesbaden, Deutschland): 

Es handelt sicli um ein Kreissystem mit Ventilator, der verbrauchte Luft 
weg- und neue zufuhrt. Die Vorteile sind eine Dauerinhalation bei 
chirurgischer Toleranz ohne Einsatz von Injektionsnarkotika und eine 
gute Steuerbarkeit der Anasthesietiefe. 

Es ist keine Pramedikation notwendig und das Tier wacht nach der 
Narkose innerhalb von wenigen Minuten auf. 

♦ durchsichtige Ganzkorperkammer aus Plexiglas mit Deckel 

♦ Kopfkammer 

♦ Heizkissen (auf Stufe 2 - 38°C ) 

♦ grune Abdeoktucher fur den OP-Tisch bzw. fiir die Ratte 

♦ Schermaschine 

♦ Hautdesinfiziens (Cutasept ® F, Fa. Bode Chemie, Hamburg, 
Deutschland) 

♦ Bepanthen®Roche Augensalbe (Fa. Hoffmann-La Roche AG, 
Grenzach-Wyhlen, Deutschland) 

♦ wasserfester Folienstift zur Kennzeichnung der Ratten 

♦ sterile Einmalhandschuhe 

♦ steriles OP-Besteck bestehend aus: 

1 anatomische Pinzette 
1 chirurgische Pinzette 

1 Lexer-Schere mit spitzem auf stumpfen Schenkel 
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1 gebogene Metzenbaum-Schere (spitz/spitz) 
1 NadelhalterGaze-Tupfer 

♦ Nahtmaterial: monofiler, blauer, 45 cm langer, 4/Oer Prolene® Faden 
mit spitzer, angeschweiliter Nadel 

♦ sterile 15er Einmalskalpelle 

♦ 14 numerierte und abgewogene Schwamme fCir eine Versuchsgruppe 
(7 Tiere) 

Operationsdurchfuhrung: 

Die Tiere werden ca. 15 Minuten vor OP-Beginn in den OP-Bereich 
verbracht. um ihnen eine Adaptation an die neue Umgebung zu 
ermogliclien. Die an das Narkosegerat angeschlossene 
Ganzkorperkammer wird etwa 2 Minuten vor Narkoseeinleitung mit 350 
cm^/min. Sauerstoff und 4 % Isofluran-Anteil vorgeflutet, damit eine 
entsprechende Konzentration erreicht ist, um anschlieSend bei der Ratte 
eine moglichst schnelle und somit schonendere (kurzes 
Exzitationsstadium) Narkoseeinleitung zu ermoglichen. Die Ratte wird in 
die Ganzkorperkammer gesetzt und die initiate Konzentration der 
Inhalationsgase wird solange aufrecht erhalten, bis - nach 1-2 Minuten — 
ein Verlust der Stellrefiexe (Ratte bleibt auf dem Rucken liegen) eintritt 
und somit das Narkosestadium III, 1-2 erreicht Ist. Die Ratte wird aus der 
Kammer herausgenommen, in Ventrallage gebracht und mit der 
Kopfkammer versehen. Befindet sich das Tier im Narkosestadium 111,2, 
dem Stadium der chirurgischen Toleranz (der Zwischenzehenreflex sollte 
hier negativ sein), wird die Isofluranzufuhr auf 1,5 % reduziert. Auf beide 
Augen wird eine fettende Augensalbe aufgetragen, um, aufgrund der 
Aufhebung des Palpepraireflexes, eine Austrocknung der Cornea zu 
verhindern. In der Regio lumbalis (in der Dorsalregion zwischen letzter 
Rippe und HintergliedmaRe) wird mit der Schermaschine groBzugig ein ca. 
7 cm breiter und 2 cm langer Bereich ausrasiert; anschlieBende Reinigung 
und Desinfektion dieser Hautstellen mit einem mit Cutasept bespruhten 
Gazetupfer. Die Haut wird rechts ca. 2 cm von der Medianen entfernt mit 



der chirurgischen Pinzette erfaRt und mit einem Skalpell in dorsoventraler 
Richtung auf einer Lange von etwa 1 cm ipzidiert; mit einer Metzenbaum- 
Schere wird der Hautschnitt stumpf erweitert und das Subkutangewebe 
ca. 3 cm nach cranial vorsichtig unterminiert. Der craniate Wundrand wird 
mit der chirurgischen Pinzette aufgehalten und der vorbereitete Schwamm 
wird mit der anatomischen Pinzette soweit wie moglich nach cranial in das 
getunnelte Gewebe vorgeschoben. Der Hautschnitt wird mit einem U-Heft 
verschlossen. Der gleiche Vorgang wird auf der linken Seite wiederholt (s. 
5.-7.). Die Isofluranzufuhr wird beendet, wahrend die 02-Perfusion noch 
erhalten bleibt. Nach Ruckkehr des Schluckreflexes werden dem Tier per 
OS ca. 0,1 ml Novalgin® (Wirkstoff: Metamizol-Natrium, Fa. Hoechst AG, 
Frankfurt, Deutschland) als nichsteroidales Analgetikum verabreicht. Die 
Ratte wird bis zum Wiedererlangen des vollen Bewulitselns in einen 
Einzelkafig verbracht und nach etwa einer Stunde in ihren Kafig 
zuruckgegeben. 

Schwammentnahme 
(i) Materialien: 

♦ Narkosegerat (MDS Matrx-Narkosegerat) mit Isofluran (Abbot GmbH, 
Wiesbaden, Deutschland) 

♦ durchsichtige Ganzkorperkammer aus Plexiglas mit Deckel 

♦ Kopfkammer 

♦ sterile Einmalhandschuhe 

♦ steriles OP-Besteck (s.o.) 

♦ 1000 ml isotonische NaCI-lnfusionslosung (Fa. Delta-Pharma GmbH, 
Pfullingen, Deutschland), die mit 50000 I.E. Heparin (2 x 5 ml 
Injektionslosung Heparin-Na zu je 25000 I.E. der Fa. ratiopharm® 
GmbH, Ulm/Donautal, Deutschland) versetzt ist 

♦ Infusionsschlauch 

♦ Butterfly-Kanule 19 G 



Die Tiere werden vor der Schwammentnahme perfundiert, um ein moglichst 
blutarmes Gewebe zu erhalten, damit fur die spatere Luciferase-Bestimmung die 
Anzahl der potentiellen Storfaktoren (z.B. Hamoglobin) moglichst gering gehalten 
wird. 2 ml fassende Homogenisierrohrchen mit Schraubdeckel 
(disposable/conical 2,0 ml screw cap tube with cap, VWR scientific products, 
West Chester, USA), die bis zur 0,3 ml Markierung mit groSen 
Homogenisierkugelchen (Zirconia Beads, 2,5 mm Dia, Biospec Products, Inc., 
Bartlesville, USA) und je 750 pi Lyse-Puffer fur Tierversuche (10 ml 5 x Reporter 
Lysis Buffer (Promega Corporation, Madison, USA)+ 40 ml dd H2O + 1 Tablette 
Protease-lnhibitor(Complete™, Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland) 
befullt sind (zur Aufnahme der entnommenen Schwamme). 

(ii) Durchfiihrung: 

Die Ratte wird, wie unter Schwammimplantation 1.-2. beschrieben, 
vorbereitet und in Narkose gelegt. Das Tier wird in Dorsallage yerbracht. 
Die Bauchhohle wird durch einen medianen praumbilical beginnenden und 
bis zum Manubrium sterni reichenden Scherenschlag eroffnet. 
Entlastungsschnitte rechts und links entlang der letzten Rippe. Die Vena 
cava caudalis wird freigelegt und eine Butterfly-Kanule caudal der 
Einmundung der Venae renales gelegt. Die Infusionslosung wird 
angeschlossen; nach DurchfluB von ca. 5 ml wird die Vena cava caudalis 
caudal der Punktionsstelle mit einem Skalpell eroffnet. Das Tier wird 
solange mit 100 - 150 ml der Infusionslosung perfundiert bzw. entblutet, 
bis eine deutliche Entfarbung der Leber erkennbar ist. Die Ratte wird in 
Ventrallage verbracht. Inzision der Haut in der Medianen mit einem 
Skalpell, die beginnend von der Lendengegend bis ca. 7 cm nach cranial 
reicht; Entlastungsschnitte rechts und links caudal der 
Implantationswunden. Die Schwamme werden mit der Schere bzw. dem 
Skalpell weitgehend freiprapariert und mit umliegendem Gewebe 
(Bindegewebe und ein ca. 1 cm groBes Muskelstuck des Musculus 
longissimus dorsi) entnommen. Jeder entnommene Schwamm (mit 
umliegendem Gewebe) wird in 1 x PBS-Puffer gewaschen; Schwamm und 
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Gewebe werden nun getrennt in die vorbereiteten und beschrifteten 
Homogenisierrohrchen gegeben. Die gefullten Rohrchen werden dann auf 
Els gestellt und mdglichst sofort weiteryerarbeitet. 

Probenaufbereitung: 

Die standig auf Eis zu haltenden Proben werden im IVIini-beadbeater® (Fa. 
Biospec Products, Inc., Bartlesville, USA) 3 x 20 Sekunden homogenisiert. 
Anschlie&ende Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen, 10 IVIinuten und 
4°C. 

Luciferasetest: 

pro Rohrchen werden 20 |jl aus dem Oberstand entnommen und in 
verschiedene wells einer Costar® 96-well-plate (opaque Plate-solid black 
96 well, Corning Costar Corporation, Cambridge, USA) einpipettiert. Pro 
well werden 100 |j| Luciferase-Puffer (Promega Luciferase Assay System, 
Promega Corporation, Madison, USA) zugegeben und bei 'count delay' 
von einer Minute uber 12 sec gemessen. 

Die Resultate der vorangehend beschriebenen in vivo Versuche sind in 
der folgenden Tabelle dargestellt. 
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PEI-DNAN/P= 8 
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Rechter Schwamm 


214.30 
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72.68 
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0.00 


0.00 
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0 
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(iii) 
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Die Tabelle zeigt den Gentransfer in vivo bei subcutaner Implantation yon 
Schwammpraparaten. Die Schwamme wurden wie in Beispiel 15 bzw. 16 
beschrieben prapariert und wie in Beispiel 16 beschrieben subcutan in 
Wistar-Ratten implantiert. Die Genexpression wurde zunachst nach drei 
Tagen bestimmt. Lediglich Kollagenschwamme, die mit PEI-DNA Vektoren 
beladen sind, die mit einem erfindungsgemaBen Copolymer umhullt sind, 
fuhren in diesem Versuchsaufbau zu detektierbarer 
Reportergenexpression (Zahlenangaben in fg Luciferase / mg Protein). 

BEISPIEL 17: Freisetzung radioaktiv markierter DNA aus diversen 
Kollagenschwamm-Vektor-Praparaten 

(a) Radioaktive Markierung von Plasmid-DNA durch Nick Translation 

Es wurde der Nick Translation Kit der Firma Amersham (# N5500) verwendet. 
Pro Markierungsansatz wurde 1 pg DNA (pCMVRGal) eingesetzt. Das Protokoll 
des Herstellers wurde dahingehend verandert, dall die Reaktionszeit 15 min bei 
15 °C, statt wie die fur lineare DNA angegebenen 2 h bei 15 °C, betrug. Als 
Nucleosidtriphosphat wurde [a-^^P] dATP mit einer spezifischen Aktivitat von 
3000 Ci / mmol (Fa. Amersham, Freiburg) verwendet. Die Abtrennung des nicht- 
eingebauten [a-^^P] dATP erfolgte mit den Saulen „Nuc Trap Probe Purification 
Columns" und der mit Plexjglas geschutzten Fixierungs-Apparatur „Push Column 
Beta Shield Device" (beides Fa. Stratagene, Heidelberg) nach dem Prinzip der 
Gelfiltration nach Vorschrift des Herstellers. Das resultierende Plasmid wurde 
mittels Agarosegelelektrophorese uberpruft (1 % Agarosegel, 100 V, 35 min, 
Ethidiumbromid-Farbung). Es wurde gemischt mit unmarkiertem Plasmid 
aufgetragen und nach Elektrophorese und Geltrocknung im UV-Licht sowie durch 
Autoradiographie sichtbar gemacht. Dies eriaubt eine GroSen- und 
Anteilsabschatzung der beim Nick-Labeling entstehenden Plasmidfragmente. Um 
die radioaktiv markierte DNA von Enzymen zu reinigen, verwendete man das 
„Promega Wizard ™ PGR Preps DNA Purification System" (Fa. Promega, USA) 
bei geringfugiger Modifikation des Herstellerprotokolls betreffend der apparativen 
Ausrustung. 



Praparation von chemisch modifizierten Schwammen mit radioaktiv markierter 
DNA 

(i) DOTAP / DNA-Tachotop-Schwamme 

Es wurden ca. 1,5 x 1,5 cm Tachotop-Schwamme zurechtgeschnitten und 
gewogen. Das durchschnittliches Gewicht betrug 5 mg. Dann wurden 450 
|Lil einer 1 mg DOTAP / ml Chloroform -Losung aufpipettiert, 1 h bei -20 °C 
inkubiert, das Chloroform bei Raumtemperatur verdampft und die 
Schwamme erneut gewogen. Diese DOTAP-Schwamme wurden in 
Vertiefungen von 6-Kalotten-PIatten gelegt und ein Gemisch von 20 ^g 
(einmal auch 40 |Lig) unmarkierten Plasmid und 10 pi bzw. 30 pi Produkt 
der Radioaktivmarkierung pro 5 mg Schwamm in einem Gesamtvolumen 
von 200 pi 5 % Glucose-Losung aufpipettiert, 2-24 h bei 4 °C inkubiert und 
lyophilisiert. 

(ii) DNA-Tachotop-Schwamme 

Methode 1: Es wurden ca. 1,5 x 1,5 cm Tachotop-Schwamme 
zurechtgeschnitten und gewogen. Die Schwamme wurden in Vertiefungen 
von 6-Kalotten-Platten gelegt und 20 ^ig unmarkierte Plasmid-DNA / 5 mg 
Schwamm und 10 bzw. 30 jnl radioaktiv markierte DNA (in insgesamt 200 
|j,l 5 % Glucose-Losung) aufpipettiert, 2-24 h bei 4 °C inkubiert und 
lyophilisiert. 
Methode 2: 

Auf einen 4.5 x 5 cm Tachotop-Schwamm wurden 500 pg unmarkierte 
Plasmid-DNA und 122,1 pi radioaktiv markierte DNA (in insgesamt 2 ml 5 
% Glucose-Losung) aufpipettiert, 12 h bei 4 °C inkubiert und lyophilisiert. 
Der Schwamm wurde dann in 1,5 x 1,5 cm-Stucke geschnitten und jedes 
Stuck abgewogen. Um festzustellen, wieviel der eingesetzten DNA beim 
Gefriertrocknungsschritt der Schwammpraparation in der Zellkulturschale 
verblieben war, wurden der Deckel und der Boden mit je 2 ml 10 x SDS 
versetzt und je Aliquote von 40 pi vermessen. 
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(iii) DOTAP / Cholesterin / DNA-TaGhotop-Schwamme 

Das angestrebte Ladungsverhaltnis (V.) war wieder 5:1, die angestrebte 
Belegung mit DNA 20 |jg pro cm^. Es wurden also 5 mg DOTAP und 2,95 
mg Cholesterin (das sind je 305 nmol) in je 2,5 ml Chloroform gelost und 
anschlieSend vereinigt. Diese Losung wurde auf einen 4.5 x 5 cm 
Tachotop-Schwamm aufpipettiert, 1 h bei -20 °C inkubiert und das 
Chloroform bei Raumtemperatur verdampft. 500 |jg unmarkierte Plasmid- 
DNA und 122,1 pi radioaktiv markierte DNA (in insgesamt 2ml 5 % 
Glucose-Losung) wurden auf den 4.5 x 5 cm-Schwamm pipettiert, 24 h bei 
4 °C inkubiert und lyophilisiert. Der Schwamm wurde dann in 1,5 x 1,5 cm- 
Stucke geschnitten und jedes Stuck abgewogen. Um festzustellen, wieviel 
der eingesetzten DNA beim Gefriertrocknungsschritt der 
SchwammprSparation in der Zellkulturschale verblieben war, wurden der 
Deckel und der Boden mit je 2 ml 10 x SDS versetzt und je Aliquote von 
40 pi vermessen, 

(iv) Polyethylenimin / DNA-Tachotop-Schwamme 

Auf einen 4.5 x 5 cm groBen Tachotop-Schwamm wurden 2 ml PEI / DNA- 
Komplex-Losungen (mit 500 pg unmarkierter Plasmid-DNA und 122,1 pi 
radioaktiv markierter DNA bei einem N / P-Verhaltni(i von 6) aufpipettiert. 
Die 500 pg DNA pro 4.5 x 5 cm entsprechen 20 pg DNA pro cm^. Nach 24, 
h Inkubation bei 4 °C wurden die Praparate gefriergetrocknet und in ca. 
1,5 X 1,5 cm Stucke zerschnitten und jedes Stuck abgewogen. Um 
festzustellen, wieviel der eingesetzten DNA beim Gefriertrocknungsschritt 
der Schwammpraparation in der Zellkulturschale verblieben war, wurden 
der Deckel und der Boden mit je 2 ml 10 x SDS versetzt und je Aliquote 
von 40 pi vermessen. 



(v) DNA-Peptid-SPDP-Schwamme wurden wie in Beispiel 16 beschrieben 
hergestellt, mit der Ausnahme, daS die DNA-Komponente radioaktiv 
markierte DNA enthielt, wie oben beschrieben. 
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(c) Nachweis der zeitabhangigen Freisetzung von radioaktiv markierter DNA aus 
den Schwammen 

Die verschiedenen Schwammpraparate wurden in silanisierten Glasrohrclien (16 
X 100 mm Kulturrohrchen mit Schraubkappe aus AR-Glas, Fa. Brand, 
5 Deutschland) mit 1 ml PBS versetzt, kurz bei 3000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge: 

Megafuge 2.0 R, Fa. Heraeus, Muncen) und dann bei 37 °C in einem 
Wasserbadsch Littler bei 80 oder 120 rpm geschuttelt. Nacfi 1 li, 1 Tag, 3 Tagen 
und weiterliin alle 3 Tage wurde die Menge an radioaktiver DNA im Uberstand 
bestimmt. Dazu wurden die Rohrchen bei 3000 rpm zentrifugiert, kurz 

10 geschuttelt, 40 |al Uberstand entnommen und durch 40 pi PBS ersetzt. Die 

^ Proben wurden mit 160 |liI Microscint 20 high efficiency LSC-cocktail (Fa. 

Packard, USA) in einer Vertlefung einer weiSen 96-Kalotten-Opaque-Platte (Typ 
„flat bottom, non-treated", Fa. Costar, USA) versetzt und mittels Top Count-Gerat 
(Canberra-Packard, USA) bei automatischer Korrektur fur die Halbwertszeit 

15 vermessen. Die MelJzeit betrug 5 min., die MeRverzogerung 10 min., und es 

wurde aus 3 Messungen der Mittelwert gebildet. Als Referenz wurden 2 pi der 
markierten Plasmid-DNA vermessen. Die gemessene Konzentration an DNA 
(cpm/ml) wurde bezuglich der bereits entnommenen Proben korrigiert (bereits 
entnommene Mengen wurden aufsummiert und zum gemessenen Wert addiert). 

20 Um festzustellen, wieviel der eingesetzten DNA beim Gefriertrocknungsschritt 

der Schwammpraparation in den Zellkulturschalen verblieben war, wurden diese 
mit 500 jal PBS versetzt, von denen Aliquote von 40 pi vermessen wurden. Am 
Ende einer MeUreihe (z.B. nach 30 Tagen Inkubation) wurden die Schwamme 
mit einer 1 % SDS-Losung behandelt, um festzustellen, ob 100 % der 

25 eingesetzten Dosis wiedergewonnen werden konnten. Dazu wurden die 

Schwamme in frische Falcon Rohrchen transferiert, 1ml 1 % SDS zupipettiert, 1 
Tag inkubiert und mehrmals stark geschuttelt. Dann wurden von diesem 
Uberstand 40 ^il entnommen, mit 160 |al Microscint 20 in einer Vertiefung einer 
weiSen 96-Kalotten Opaque Platte gegeben und die Radioaktivitat (cpm) im „Top 

3 0 Count" gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 14 dargestellt. 



(d) Agarosegelelektrophorese zur Charakterisierung freigesetzter DNA 

Nach 5 bzw. 30 Tagen Schuttein der DOTAP / DNA-Schwamme in 1 ml PBS 
wurden je 20 lal vom Oberstand entnommen und auf einem kleinen Ethidium- 
Bromid gefarbten 1 % Agarose-Gel fur 35 min. bei 100 V laufen gelassen. Zur 
Kontrolle wurden 1 jxg unmarkierte Plasmid-DNA und Liposomen / DNA- 
Komplexe (Ladungsverhaltnis 5:1) aufgetragen. Das Gel wurde im UV-Licht 
fotografiert, dann getrocknet und dann auf einem Rontgenfilm exponiert. 

BEISPIEL 19: Transfektion von NIH 3T3-Zellen durch/auf vektorbeladenen 
Kollagenschwammen in vitro 

In Zellkulturplatten (6-Loch-Platten der Fa. TPP) werden pro Vertiefung ca. 50.000 bis 
400.000 trypsinisierte NIH 3T3 Mausefibroblasten (adharent) in 4 ml DMEM-Medium 
(Dulbecco's Modified Eagles Medium) unter Zusatz von Antibiotika (500 Einheiten 
Penicillin, 50 mg Streptomycin/500 mi) sowie 10 %igem fotalem Kalberserum sowie 
1,028 g/1 N-Acetyl-L-Alanyl-L-GIutamin ausgesat und ein bis zwei Tage in einer 
Atlimosphare (Luft) mit 5 % Kohlendioxid bei ST'C inkubiert. In zehn Vertiefungen 
werden ein bis zwei Tage nach dem Aussaen je ein nach A) praparierter 
Kollagenschwamm gelegt, und ca. drei Tage bei 37'C in einer Atmosphare mit 5 % 
Kohlendioxid inkubiert. Die erste Messung der Luciferase-Expression erfolgt in einem 
Zeitraum von ein bis drei Tagen. Dazu werden die Vertiefungen mit den adharenten 
Zellen nach Entnahme des Kollagenschwamms dreimal mit einer Phosphat- 
Pufferlosung (PBS) gewaschen und anschlieUend mit 500 pi Lyse-Puffer (0,1 % Triton 
in 250 mM Tris, pH = 7,8) behandelt. AnschlielSend wird die Luciferase-Aktivitat 
gemessen, wie unten angegeben. 

Um die protrahierende Wirkung nachzuweisen, werden die entnommenen 
Kollagenschwamme erneut in frische Vertiefungen mit ausgesaten Zellen gelegt und ca. 
drei Tage bei 37'C in einer Atmosphare mit 5% Kohlendioxid inkubiert. Danach werden 

die Kollagenschwamme aus den Vertiefungen genommen, die adharenten Zellen in 
gleicher Weise gewaschen und mit Lyse-Puffer behandelt, wie vorstehend angegeben, 
worauf die Luciferase-Aktivitat der Zellen gemessen wird, wie unten angegeben. Dieses 
Verfahren wird beliebig oft wiederholt, je nachdem wieviel Einansatze von vornherein 



eingesetzt wurden. Damit kann uber einen Zeitraum von jedenfalls 6 Wochen oder 
langer verfolgt werden, in welchem AusmaS die nach A) praparierten 
Kollagenschwamme zur Transfektion fahig sind, d.h., zur Expression der Luciferase- 
Aktivitat in den Zellen fuhren. 

Luciferasetest: 

Bewachsene Kollagenschwamme wurden aus den Gewebekulturschalen entfernt und 
mit PBS gewaschen, ebenso wurden die Zellen in den Gewebekulturschalen mit PBS 
ge\A(aschen. Zellen auf Schwammen wurden durch Zugabe von 1 ml Lysepuffer lysiert, 
Zellen in den Vertiefungen durch Zugabe von 500 pi Lysepuffer. Je 10 - 50 pi Zellysat 
wurden in einer schwarzen 96-Kalotten-Platte mit je 100 pi Luciferin-Substrat-Puffer 
versetzt. Die Messung der resultierenden Lichtemission erfolgte mittels Microplate 
Scintillation & Luminescence counter „Top Count" (Fa. Canberra-Packard, Dreieich). 
Die MeRzeit betrug 12 Sekunden, die MeBverzogerung war 10 min. und Hintergrund- 
Werte wurden automatisch abgezogen. Als Standard wurden je 100, 50, 25, 12.6, 6.25, 
3.13, 1.57, 0.78, 0.39, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0,013, 0.007 und 0 ng Luciferase in je 50 |al 
Lysepuffer (= 2-fache Verdunnungsserie) unter gleichen Bedingungen gemessen und 
daraus eine Eichkurve erstellt. 

Puffer: 

(a) Lysepuffer 

0.1 % Triton X-100 in 250 mM Tris pH 7.8 
Luciferin-Substratpuffer 

60 mM Dithiothreitol, 10 mM Magnesiumsulfat, 1 mM ATP. 30 pM D-Luciferin, in 
25 mM Glycyl-Glycin-Puffer pH 7.8. 

(b) HEPES-buffered saline (HBS) 

20 mM HEPES, pH 7.3; 150 mM Natriumchlorid 

Proteinbestimmung in Zellysaten: 

Den Proteingehalt der Lysate bestimmte man mit dem Bio-Rad Protein Assay (Fa. Bio- 
Rad, Munchen): Zu 10 p,l (bzw. 5 ^\) des Lysats wurden 150 (j.1 (bzw. 155 \x\) dest. 
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Wasser und 40 |al Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat in eine Vertiefung einer 
durchsichtigen 96-Kalotten-Platte (Typ „flat bottom". Fa. Nunc, Danemark) gegeben und 
be! 630 nm mit dem Absorbance-Reader „Biolumin 690" und dem Computer-Prog ramm 
„Xperiment" (beide Fa. Molecular Dynamics, USA) die Absorption gemessen. Als 
5 Eichkurve wurden Konzentrationen von 50, 33.3, 22.3, 15, 9.9, 6.6, 4.4, 2.9, 2.0, 1.3, 
0.9 und 0 ng BSA / |iil vermessen. Bovines Serum Albumin (BSA) wurde als Bio-Rad 
Protein Assay Standard II gekauft. Somit konnte insgesamt eine Angabe in pg 
Luciferase pro mg Protein gemacht werden. 
Die Ergebnisse dieser in vitro Versuche sind in Fig. 14 dargestellt. 
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Patentanspruche 

Kombination aus einem Trager und einem Komplex enthaltend ein Oder mehrere 
Nucleinsauremolekule und ein Oder mehrere geladene Copolymere der 
allgemeinen Formel I 



■R w- 



-Y- 



wobei R annphiphiles Polymer Oder ein homo- Oder hetero-bifunktionelles Derivat 
davon ist, 



und worin X 

i) eine Aminosaure oder ein Aminosaurederivat, ein Peptid oder ein Peptidderivat 
Oder ein Spermin- oder Spermidinderivat ist; oder 

ii) worin X 




wobei 

a H Oder, gegebenenfalls halogen- oder dialkylamino-substituiertes, 
Ci-Ce-AlkyI bedeutet; 



und wobei 
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b, c und d gleiches Oder verschiedenes, gegebenfalls halogen- Oder 
dialkylamino-substituiertes Ci-Ce-Alkylen bedeutet; 

Oder 

iii) worin X 



a 




b 



ist, 

wobei 

a H Oder, gegebenenfalls halogen- oder dialkylamino-substituiertes, 
Ci-Ce-AlkyI bedeutet, und wobei 

b und 0 gleiches oder verschiedenes, gegebenenfalls halogen- oder 
dialkylamino-substituiertes Ci-Ce-Alkylen bedeuten; oder 

iv) worin X 

eine substituierte aromatische Verbindung mit drei funktionellen Gruppierungen 
W1Y1Z1 ist, wobei W, Y und Z die unten angegebenen Bedeutungen 
haben; 

wobei 

W, Y Oder Z gleiche oder verschiedene Reste CO, NH, O oder S oder eine zur 
Reaktion mit SH, OH, NH oder NH2 befahigte Linkergruppierung sind; 

und wobei das Effektormolekul E 
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ein kationisches oder anionisches Peptid oder Peptidderivat oder ein Spermin- 
oder Spermidinderivat oder ein Glykosaminoglycan oder ein nichtpeptldisches 
Oligo/Poly-kation oder -anion; worin 

m und n unabhangig voneinander 0, 1 oder 2 sind; worin 

p vorzugsweise 3 bis 20; und worin 

1 1 bis 5, vorzugsweise 1 ist. 

Kombination nach Anspruch 1 , worin das amphiphile Polymer des Copolymers 
ein Polyalkylenoxid ist. 

Kombination nach Anspruch 2, worin das amphiphile Polymer des Copolymers 
ein Polyalkylenglykol ist. 

Kombination nach einem der Anspruche 1 bis 3, worin X oder E in dem 
Copolymer ein geiadenes Peptid- oder Peptidderivat ist. 

Kombination nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei an das Copolymer ein 
Ligand fur eine hohere eukaryotische Zelle gekoppelt ist. 

Kombination nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das (die) 
Nucleinsauremolekul(e) kondensiert ist (sind) mit organischen Polykation- oder 
kationischen Lipidmolekulen, und der so entstandene Komplex an seiner 
Oberflache ein oder mehrere geladene Copolymere der allgemeinen Formel I 
uber ionische Wechselwirkung gebunden hat. 

Kombination nach einem der Anspruche 1 bis 6, enthaltend ein therapeutisch 
wirksames Nucleinsauremolekul. 
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8. Kombination nach einem der AnsprQche 1 bis 7, wobei der Trager aus einem 
biologisch nicht resorbierbaren Material besteht. 

9. Kombination nach einem der Anspruclie 1 bis 7, wobei der Trager iaus einem 
5 biologisch resorbierbaren Material besteht. 

10. Kombination nach Anspruch 9, wobei das biologisch resorbierbare Material 
Kollagen ist. 

10 11. Kombination nach Anspruch 10, wobei der Trager ein Kollagenschwamm ist. 

# ■• 

12. Kombination nach einem der AnsprQche 1 bis 7, wobei der TrSger ein Trager ist, 
der durch Quervernetzung eines wie in Anspruch 1 definierten Copolymers 
erhaltlich ist. 

15 

13. Verwendung einer Kombination nach einem der AnsprQche 1 bis 12 fur den 
Transfer einer Nucleinsaure in Zellen. 

14. Arzneimittel enthaltend eine Kombination nach einem der AnsprQche 1 bis 12. 

20 

15. Kit enthaltend einen Trager und ein Copolymer Oder einen Komplex wie in 
Anspruch 1 definiert. 



69 



Literatur 

Balkenhohl, F., von dem Bussche-Hunnefeld, C, Lansky, A. and Zechel, C. (1996). 
Angew. Chenl. 108: 2436-2488. 

5 

Barron, L. G.. Meyer, K. B. and Szoka, F. C. J. (1998). Hum. Gene Ther. 10(9(3)): 315- 
23. 

Boussif, O,, Lezoualch, F., Zanta, M. A.. Mergny, M. D., Scherman, D., Demeneix, B., & 
10 Behr. J. P. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92. 7297-7301. 

Brocchini, S., James, K., Tangpasuthadoi, V. and Kohn, J. (1997). J. Am. Chem. Soc. 
119(19): 4553-4554. 

15 Coombes, A. G. A., Tasker, S., Lindblad, M., Holmgren, J., Hoste, K., Toncheva, V., 
Schacht, E., Davies, M. C, Ilium, L. and Davis, S. S. (1997). Blomaterlals 18(17): 
1153-1161. 

Erbacher, P., Remy, J.-S. and Behr, J.-P. (1999). Gene Ther. 6(1):138-45 

20 

Erbacher, P., Zou, S. M., Bettinger, T., Steffan, A. M. and Remy, J. S. (1998). Pharm. 
^ Res. 15(9): 1332-1339. 

Felix, A., M., Heimer, E., P., Lambros, T., J., Tzongraki, C, Meienhofer, J. (1978). J. 
25 Org. Chem. 43, 4194-4196. 

Ferrari, S., Moro, E., Pettenazzo, A., Behr, J. P., Zacchello, F., & Scarpa, M. (1997) 
Gene Ther. 4, 1100-1106. 

30 Fields, G., B., Noble, R., L. (1990). Int. J. Peptide Protein Res. 35, 161-214. 



Fields, G., B., et al., (1991). Pept. Res. 4, 88. 



Gill S.C., von Hippel P.H. Anal. Biochem. 1989; 182: 319-326 

Gottschalk, S., Sparrow, J. T., Hauer, J., Mims, M. P., Leiand, F. E., Woo, S. L. C, & 
Smith, L. C. (1996) GeneTher. 3, 448-457. 

Haensler, J. and Szoio, F. C. (1993). Bioconj. Chem. 4(5): 372-379. 

Kirchels, R., Kichler, A., Wallner, G., Kursa, IVI., Ogris, M., Felzmann, T., Buchberger, 
IVl. and Wagner, E. (1997). Gene Therapy 4(5): 409-418. 

Kren, B. T., Bandyopadhyay, P. and Steer, C. J. (1998). Nature Med. 4(3): 285-290. 

Lee, R. J. and Huang, L. (1997). Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 1997 14(2)(2): 173- 
206. 

Nathan, A., Bolikal, D., Vyavahare, N., Zaiipsky, S., Kohn, J. (1992) IVIacromolecules 
25,4476-4484. 

Nathan, A., Zaiipsky, S., Ertel, S. I., Agathos, S. N., Yarmush, M. L, Kohn, J. (1993). 
Bioconj. Chem. 4, 54-62. 

Ogris, IVI., Brunner, S., Schuller, S., Kircheis, R. and Wagner, E. (1999). Gene Ther. 
6(4): 595-605. 

Plank, C, Mechtler, K., Szoka, F. C. and Wagner, E. (1996). Hum. Gene Ther. 7(12): 
1437-1446. 

Plank, C, Oberhauser, B., Mechtler, K., Koch, C, & Wagner, E. (1994) J. Biol. Chem. 
269, 12918-12924. 

Plank. C, Tang, M., Wolfe, A. and Szoka, F. C. (1999). Hum. Gene Ther. 10(2): 319- 
333. 



Tang, M. X., Redemann, C. T. and Szoka, F. C. (1996). Bioconj. Chem. 7(6): 703-714. 

Ulbrich, K., Strohalm, J., Kopecek, J. (1985). Macromol. Chem. 187, 1131-1144. 

Wadhwa, M. S., Collard, W. T., Adami, R. C, McKenzie, D. L. and Rice, K. G. (1997) 
Bioconj. Chem. 8(1): 81-88. 

Whaley, K. E. (1985). Churchill Livingstone, Edinburg, London, IVIelbourne and New 
York 1985. 

Yoon, K., Colestrauss, A. and Kmiec, E. B. (1996). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(5): 
2071-2076. 

Zaiipsky, S., Gilon, C, Zilkha, A. (1984). J. Makromol. Scl.-Chem. A21, 839-845. 

Zanta, M. A.. Boussif, O., Adib, A., & Behr, J. P. (1997) Bioconj. Chem. 8, 839-844 

Zhou, X. H. and Huang, L. (1994). Biochim. Et Biophys. Acta-Biomembr. 1189(2): 195- 
203. 



Zusammenfassung 



Beschrieben werden Kombinationen aus einem Trager und einem Komplex bestehend 
aus einem Nucleinsauremolekul und einem Copolymer, wobei das Copolymer aus 
einem amphiphilen Polymer, vorzugsweise Polyethylenglykol, und einem geladenen 
Effektormolekul, insbesondere einem Peptid Oder Peptidderivat besteht, sowie deren 
Verwendung fur den Transfer von Nucleinsauremolekulen in Zellen. 
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Figure 14 Fortsetzung 
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